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3. RESUMEN

La leucemia mieloide aguda (AML) es un grupo de enfermedades con diferentes
antecedentes biolégicos, caracterizada por una transformacion maligna de las
células hematopoyéticas de linaje mieloide que producen una poblacion anormal.
Desde 1970, la combinacién de citarabina y una antraciclina ha sido el régimen de
induccién estandar para pacientes considerados adecuados para la terapia
intensiva de AML con el objetivo de lograr la remisibn completa. Pero, se ha
informado que estos farmacos contienen efectos hepato- y cardiotéxicos, provocan
mielosupresion y sindrome de lisis tumoral (Hwang et al., 2019). Se ha publicado
gue la caseina y sus componentes inducen la proliferacién y diferenciacion de la
hematopoyesis in vitro e in vivo, asi como su papel en la induccién de apoptosis en
lineas de leucemia e incluso induce sobrevida de ratones leucémicos.
Recientemente se describidé que las combinaciones CSso-Citaso induce una
sobrevida del 40% a los 40 dias y se mantiene el 10% por més de 70 dias, pero no
elimina por completo las células auto proliferantes en la MO; finalmente, CSso-
daunoso mostro una supervivencia del 85% a los 50 dias y el 20% a los 70 dias y
erradica por completo las células auto proliferantes de MO de ratones con leucemia
temprana (Meléndez-lbarra, 2019). En este trabajo se analiza si las combinaciones
CSso-citaso 0 CSso-daunoso son efectivas en la erradicacion de la leucemia en un
modelo de raton con leucemia avanzada. Los resultados indican que al combinar
CS con citarabina o daunorrubicina para tratar a ratones con leucemia avanzada
inducidos con la linea celular WEHI-3, el 20% de los ratones tratados con la
combinacion CSso-citaso logran sobrevivir antes de los 40 dias y el 20% de los
ratones tratados con la combinacion CSso-daunoso logran sobrevivir incluso después
de los 40 dias. Ambas combinaciones mantuvieron una buena sobrevida sobre el
esquema tradicional citaso-daunoso que mantuvo un 10% de sobrevida a los 40 dias
como maximo. A los 30 dias de tratamiento, la MO de los ratones leucémicos
tratados con o sin combinaciones presentan células auto proliferantes y, por tanto,
la AML continta invadiendo la MO. Nuestros resultados demuestran, que el

tratamiento CSso-daunoso contindia siendo un tratamiento exitoso, ya que prolonga




la sobrevida de los ratones por sobre el tratamiento convencional “7 + 3” y abre las

puertas a una futura alternativa para combatir la AML.




4. INTRODUCCION

La AML es un tipo de cancer que se caracteriza por la infiltracion de células clonales
del sistema hematopoyético a la médula ésea (MO), a la sangre periférica y a otros
tejidos, también, se caracteriza porque estas células proliferan sin control y se
diferencian anormalmente. Actualmente la tasa de supervivencia mundial para esta
enfermedad es del 35 al 40% en adultos jovenes <60 afios y del 5 al 15% en adultos
60= afos (Dohner et al., 2015). La intervencion estandar actual para la AML consiste
en quimioterapia y trasplante de células troncales. Y si bien, estos tratamientos
siguen siendo una terapia estandar para la AML, se ha informado que los farmacos
contienen efectos cardiotoxicos, hepatotdxicidad, mielosupresion y sindrome de lisis

tumoral (Hwang et al., 2019).

Nuestro grupo de trabajo ha investigado a fondo las propiedades del Caseinato de
Sodio (CS) una sal derivada de la caseina y ha demostrado que in vitro, inhibe la
proliferacion de diferentes lineas celulares como WEHI-3, J774, P388 y la
hematopoyética normal 32D; Ademas, sinergiza la proliferacion de células
mononucleadas de MO normal de ratones en presencia de rmlL-3 como factor de
crecimiento (Ramos-Mandujano et al., 2008; Ledesma-Martinez et al., 2013).
Administrado en ratones normales induce granulopoyesis (Dominguez-Meléndez et
al., 2012); en ratones leucémicos prolonga la sobrevivencia hasta en un 40%, pero
no elimina a las células leucémicas de MO de los ratones sobrevivientes (Cérdova-
Galaviz et al., 2014; Ledesma-Martinez et al., 2012). Recientemente se mostré que
este problema se supera con la combinacion del CS con daunorrubicina o citarabina,
por tanto, se perfila como una estrategia para curar la enfermedad (Meléndez-lbarra,
2019), pero desconocemos si lo hace en individuos con leucemia avanzada.
Considerando que el diagnostico de AML generalmente se hace una vez que las
manifestaciones son evidentes y que la leucemia estéd plenamente establecida y por
tanto en un estadio avanzado lo que dificulta su tratamiento y cura, el presente
trabajo tiene como objetivo mostrar si el CS en combinacion con citarabina o
daunorrubicina, elimina las células auto proliferantes de la MO de raton en una

leucemia avanzada.




5. MARCO TEORICO
5.1. HEMATOPOYESIS

A lo largo de toda su vida, los seres humanos requieren una renovacion constante
de los tipos celulares que conforman al organismo (Pantoja, et al., 2015). La
hematopoyesis es el proceso por el cual los componentes celulares de la sangre se
reponen continuamente durante la vida de un individuo (Pinho y Frenette, 2019).
Este proceso se mantiene durante toda la vida mediante las Células Troncales
Hematopoyéticas (HSCs) de larga vida que son capaces de renovarse y generar
todos los tipos de células sanguineas maduras necesarias (eritrocitos, granulocitos,
linfocitos, monocitos y plaquetas) para transportar oxigeno, combatir infecciones y

prevenir el sangrado (Mayani, et al., 2007; De La Garza et al., 2017).
5.1.1. ORIGEN DE LA HEMATOPOYESIS

En los vertebrados, la produccion de células madre sanguineas se logra mediante
la asignacion y especificacion de distintas células embrionarias en una variedad de
sitios que cambian durante el desarrollo. En los mamiferos, los sitios secuenciales
de hematopoyesis incluyen el saco vitelino, un area que rodea la aorta dorsal
denominada Aorta-Génada-Mesonefros (AGM), el higado fetal y finalmente la
médula 6sea (MO). Recientemente la placenta ha sido reconocida como un sitio
adicional que participa durante la AGM para el periodo del higado fetal (Orkin'y Zon,
2008).
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Figura 1. Sitios de cambio de la hematopoyesis durante la gestacién humana. La gestacion fetal
se muestra en meses a través de la flecha central horizontal. El tiempo muestra diferentes
eventos de la hematopoyesis, comenzando con la hematopoyesis primitiva y la
megacariocitopoyesis en el saco vitelino y terminando con la hematopoyesis definitiva en la MO
durante la gestacién tardia. Tomado y modificado de Juul y Christensen, 2018
El desarrollo de la sangre en los vertebrados implica dos ondas de hematopoyesis:
la onda primitiva y la onda definitiva (Figura 1) (Jagannathan-Bogdan y Zon, 2013).
La onda primitiva, que involucra un progenitor eritroide que da lugar a eritrocitos y
macrofagos durante el desarrollo embrionario temprano. El objetivo principal de la
onda primitiva es producir glébulos rojos que puedan facilitar la oxigenacion de los
tejidos a medida que el embrion experimenta un rapido crecimiento, sin embargo, la
onda primitiva es transitoria, y estos progenitores eritroides no son pluripotentes y
no tienen la capacidad de renovacion (Jagannathan-Bogdan y Zon, 2013; Orkin y
Zon, 2008). La onda definitiva, por el contrario, ocurre méas tarde en el desarrollo.
En la mayoria de los organismos, hay una ola transitoria de hematopoyesis definitiva
gue ocurre en los islotes sanguineos y produce progenitores llamados progenitores
eritroides-mieloides (EMPs). La hematopoyesis definitiva mas tarde involucra HSCs
gue son (Jagannathan-Bogdan y Zon, 2013) monopotentes (Ratajczak et al., 2008)
y pueden dar origen a todos los linajes de sangre del organismo adulto

(Jagannathan-Bogdan y Zon, 2013). En los vertebrados, las HSCs definitivas que
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se encuentran en la region AGM del embrién en desarrollo, migran al higado fetal y
luego a la MO, que es la ubicacion de las HSCs en adultos (Jagannathan-Bogdan y
Zon, 2013; Orkin y Zon, 2008). En los humanos, la hematopoyesis comienza en el
saco vitelino y pasa al higado temporalmente antes de establecer finalmente la
hematopoyesis definitiva en la MO y el timo (Jagannathan-Bogdan y Zon, 2013;
Orkin y Zon, 2008).

5.1.2. CELULAS TRONCALES HEMATOPOYETICAS

El proceso de hematopoyesis implica tanto la especificacion de linajes de células
sanguineas individuales como la proliferacion celular para mantener cantidades
adecuadas de células circulantes durante toda la vida, esto es posible gracias a las
HSCs (Hatton et al., 2013).

La hematopoyesis es jerarquica, y puede representarse como una serie de
ramificaciones en las que las HSCs dan lugar a un progenitor mas restringido de
linaje, y finalmente a poblaciones celulares diferenciadas en el final (MacLean et al.,
2017). En este modelo jerarquico (Figura 2), las HSCs se pueden dividir en dos
subpoblaciones de acuerdo con su expresiéon en HSCs repobladoras a largo plazo
(LT-HSCs) y HSCs repobladoras a corto plazo (ST-HSC). Las LT-HSCs son una
poblacion rara e inactiva en la MO y tienen una capacidad de reconstitucion
completa a largo plazo (>3~4 meses), mientras que las ST-HSCs solo tienen una
capacidad de reconstruccion a corto plazo (principalmente <1 mes). Las LT-HSC se
diferencian en ST-HSCs vy, posteriormente, las ST-HSC se diferencian en
progenitores multipotentes (MPP), que no tienen la capacidad de autorrenovaciéon
detectable. La primera bifurcacién ocurre entre: los progenitores mieloides comunes
(CMP; con potencial mieloide, eritroide y megacariocitico) y los progenitores
linfoides comunes (CLP; con solo potencial linfoide), que se derivan de MPP. El
segundo punto de ramificacién en las CMP segrega los granulocitos-macrofagos
bipotentes (GMP) y los progenitores de megacariocitos-eritrocitos (MEP). Los CLP
ademas forman células T, B, NK y dendriticas, mientras que las GMP se diferencian
en granulocitos/monocitos y los MEP generan megacariocitos/eritrocitos. Todas
estas poblaciones forman un modelo jerarquico equilibrado en forma de éarbol,
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dentro del cual los factores clave de transcripcion y las citocinas conducen con
precision la diferenciacion gradual de HSCs a células sanguineas maduras (Cheng
et al., 2019).

T o ’\ ° LT-HSC Wnt, Jagged, Angiopoyetina-como proteina 2/3, BMP, Osteopontina
2t 1
o9 ‘
fog—
-
© 8 o ST-HSC
35
©
o= :
o MPP
.
1
c ¥ SCF,IL-3, TPO IL-7 ¥
© —_— e ———— OLP cerereresessnranaiainanns
S . Fit3L 1 FIt3L . w7
L= i H
= = FN-a g IL-15
3 c G-CSF G-CSF GM-CSF 1 IL-4 IL-7
o O JSCRTESTPO GM-CSF} SCF SCF VT‘NF : IL-2
O g A ) L L5 L5 <l
a EP GM L3 L3 ! 3ro. ro=
o Ny 1 e ~
H
P G-CSF ¢ 1
CSF f E 1
EPO PO M-CSF SCF !
IL-5 1
s IL-3 i
© CFU- 1
© & ClBFU-ESTA el CFU-M CFU-G CFU-Eo CFU-b ! Pre-B
S £ M-CSF - !
388 EPO TPO IFN-y . T 1
Qo IL-6 = 1
o . v oY . = A :
§ N s
CFU-E Megagatiocito tho '\n’,' ,.: w58 i H
s . < v
x 8 EPOY  rPo.i1y 4 loci loci ceé, B cenT
=] -8 V. a Neutréfilo Eosinéfilo Baséfilo
S 3 e [ ee*% Célula
o= e ® dendritica
Eritrocito Plaquetas Macréfago NK

Figura 2. Cascada hematopoyética junto con sus principales factores de transcripcion, de
crecimiento y marcadores celulares. LT-HSCs: células madre hematopoyéticas repobladoras a
largo plazo; ST-HSCs: células madre hematopoyéticas repobladoras a corto plazo; MPP:
progenitoras multipotenciales; CMP: progenitor mieloide comin; CLP: progenitor linfoide comun;
MEP: progenitor megacariocito-eritroide; GMP: progenitor mieloide granulocitico; CFU: unidad
formadora de colonias; BFU: unidad de formacion de blastos; Epo: eritropoyetina; Tpo:
trombopoyetina; G-CSF: factor estimulante de colonias de granulocitos; MCSF: factor
estimulante de colonias de monocitos / macréfagos; GM-CSF: factor estimulante de colonias de
granulocitos-macrofagos; TNF: factor de necrosis tumoral; SCF: factor de células madre: IL:
interleucina. Tomado y modificado de Larsson y Karlsson, 2005; Orkin y Zon, 2008; Kasper et
al., 2015; Cheng et al., 2019; Sieff et al., 2019.

La sangre humana contiene varios tipos de células diferentes con funciones
especificas. Los eritrocitos, también conocidos como glébulos rojos (RBCs)
transportan oxigeno desde los pulmones a los tejidos y eliminan el dioxido de
carbono. Los leucocitos, también conocidos como glébulos blancos (WBCs) estan
involucrados en la reaccion inflamatoria y la respuesta inmune. Los globulos blancos
comprenden: granulocitos (neutrofilos, basofilos, eosinofilos y mastocitos), linfocitos
(células T, células B y células asesinas naturales o “Natural Killers”),

monocitos/macréfagos y ceélulas dendriticas. Las plaquetas son fragmentos
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celulares derivadas de megacariocitos y juegan un papel esencial en el

mantenimiento de la hemostasia (Antoniani et al., 2017). Ver tabla 1.

Tabla 1: Principales funciones de las células sanguineas.

Tipo de célula Principales funciones
Eritrocitos (glébulos rojos) e Transporte de O2 desde los pulmones hasta los
tejidos
Granulocitos neutrdfilos e Quimiotaxia, fagocitosis, destruccién de bacterias
fagocitadas
Granulocitos eosinofilos e Todas las funciones de los neutrofilos enumeradas

antes, células efectoras para dafio dependiente de
anticuerpos por parasitos metazoarios, regulacion
de reacciones de hipersensibilidad de tipo inmediato
(Neutraliza la histamina por la histaminasa y
leucotrienos liberados por baséfilos y mastocitos)

Granulocitos basofilos e Hipersensibilidad de tipo inmediato mediada (los
baséfilos cubiertos de IgE reaccionan con antigeno
especifico y liberan histamina y leucotrienos),
modulacion de reacciones inflamatorias mediante la
liberacion de heparina y proteasas

Monocitos y macréfagos ¢ Quimiotaxia, fagocitosis, destruccion de algunos
microorganismos, presentacion de antigeno,
liberacion de IL-1 y TNF que estimulan las células
del estroma de la MO para producir GM-CSF, M-

CSF e lIL-6

Plaquetas e Adhesion a tejido conectivo subendotelial, participa
en la hemostasia

Linfocitos e Fundamentales para las reacciones inmunitarias y la
produccion de factores de crecimiento
hematopoyéticos

Tomado de Hatton et al., 2013

5.1.3. MICROAMBIENTE HEMATOPOYETICO

Para desarrollarse y diferenciarse, las HSCs requieren soporte del factor de
crecimiento celular y soluble. Los elementos celulares son proporcionados por el

hueso circundante, el estroma de la MO y el microambiente (Sieff et al., 2019).

ARQUITECTURA DE LA MEDULA OSEA

Para comprender cémo interactian las HSCs y los reguladores del microambiente,
es necesario conocer la organizacion micro anatémica y las propiedades de la MO
(Figura 3). La MO es un o6rgano complejo que abarca varios tipos de células

hematopoyéticas y no hematopoyéticas que estan interconectadas por una red

13



vascular e inervada dentro de las cavidades de los huesos largos y los huesos
axiales (que incluye el craneo, el esternon, las costillas, las vértebras e ilion) que
son el principal sitio hematopoyético. La médula hematopoyética (roja) de los
huesos largos humanos se reemplaza progresivamente en la adolescencia por la
médula amarilla “grasa” que tiene una actividad hematopoyética insignificante,

excepto en las regiones proximales de los huesos largos (Pinho y Frenette, 2019).

Eoffsis { o/ , Figura 3. La MO es el sitio primario de
vetat i mantenimiento de HSCs y hematopoyesis. Vista
longitudinal de un fémur que ilustra la disposicion

Diafisis Periostio de los vasos sanguineos y los nervios que
Hueso acomparian a las arterias dentro de la cavidad de

Metafss 4, B el 7V la MO. La capa periéstica cubre la superficie
FpiRE LOW s , //J cenrlcelaMo  externa del hueso y la capa del endostio esta en
Atoia — = AP el la interfaz del hueso y la MO. Las arterias

it Q/ Caplar ramificadas corren paralelas al eje largo de la

periéstico

Sinusoide cavidad medular, a menudo cerca del endostio.

11 Estos vasos se alimentan en la red sinusoidal

Vena central o sinusoide que se diStribUye uniformemente por toda la

Nervio simpatico cavidad de la médula y luego se une para formar

EESEAn la circulacién venosa. Tomado y modificado de
Pinho y Frenette, 2019.

5.1.4. NICHOS HEMATOPOYETICOS: UNIDADES QUE FORMAN PARTE
DEL MICROAMBIENTE HEMATOPOYETICO

El sistema hematopoyético se desarrolla junto con la formacion 6sea. Los nichos de
las células progenitoras hematopoyéticas es el microambiente esencial donde
residen células progenitoras e integran varios estimulos para determinar su destino
y proporcionan un soporte especial para la viabilidad celular (Zhang et al., 2019). El
término “nicho” utilizado para el microambiente especifico de la MO fue acuiado por
primera vez por Schofield en 1978, en donde observé que el crecimiento de HSCs
no fue soportado en el bazo de la misma manera que en la MO. También propuso
gue las HSCs estén en contacto intimo con el hueso, y que el contacto célula-célula
es responsable de la capacidad proliferativa aparentemente ilimitada y la inhibicion
de la maduracién de las HSCs (Bydlowski et al., 2013). En pocas palabras, los

nichos de HSCs se refieren cominmente al emparejamiento de poblaciones de
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células hematopoyéticas y mesenquimales que regulan la autorrenovacion,

diferenciacion y proliferacion de HSCs (Boulais y Frenette, 2015).

Los nichos se alojan en compartimentos especializados en la MO, que pueden ser
de dos tipos: (1) el nicho endosteal (-nicho 6seo-, préximo al hueso. Donde los
osteoblastos derivados de precursores mesenquimales se localizan en las regiones
endosteales) y (2) el nicho perivascular (-nicho vascular- Este nicho alberga HSCs
muy cerca de los osteoblastos y de las células endoteliales (Zhang et al., 2019); La
funcion de este nicho podria estar involucrado en el mantenimiento de las HSCs
dentro de la MO (Bydlowski et al., 2013)). Estos nichos también se conocen como
arteriolares (endosteal) y sinusidales (perivascular) respectivamente (Zhang et al.,
2019) (Bydlowski et al., 2013; Salmen et al., 2013; Zhang et al., 2019). Los nichos
proporcionan un microambiente para el contacto celular y las funciones secretoras
de las células de osteoblasticas, osteoclastos, células endoteliales sinusoidales,
macrofagos, células troncales mesenquimales (MSCs) que incluyen células CAR,
neuronas simpaticas y la matriz extracelular (Sieff et al., 2019). Ambos nichos
actian juntos para mantener la homeostasis hematopoyética o restaurarla después
del dafio (Figura 4). La principal diferencia entre ambos microambientes en el nivel
de oxigeno: més alto en el nicho vascular que en el nicho éseo (Bydlowski et al.,
2013; Olson et al., 2020). Se sabe gue el microambiente bajo en oxigeno (hipoxia)
no solo es tolerado por las HSCs, sino que también es esencial para mantener su
potencia (Zhang & Sadek, 2014) pues se ejerce un papel protector al promover un
cambio metabdlico hacia la glucdlisis anaerdbica que salvaguardaria a las células
troncales del estrés oxidativo, minimizando asi el dafio del ADN que podria
transmitirse potencialmente a la progenie madura, de este modo, mantiene en

guiescencia a las HSCs (Nombela-Arrieta & Siberstein, 2014).
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Figura 4. El modelo logistico de los nichos endosteal y perivascular en la MO. Los nichos regulan
la inactividad, autorrenovacion, movilizacion y diferenciacién de HSC. Multiples factores como el
contacto célula-célula, las citocinas secretadas, las sefiales, Los factores de la matriz extracelular
(fibronectina, acido hialurénico, colageno, laminina, glicosaminoglicanos, heparan sulfato y
condroitin sulfato) y el gradiente de concentracion de oxigeno; regulan directa o indirectamente
en las HSCs. Los nervios del sistema nerviosos simpético (SNS) regulan la movilizacién de HSCs
y las células de Schwann no mielinizantes pueden contribuir a la quiescencia de HSCs. Los
osteoblastos se han implicado en la regulacién de HSCs, pero las sefiales moleculares precisas
no se han aclarado; sin embargo, pueden tener un papel en la regulacion de los progenitores
linfoides. Los adipocitos pueden afectar negativamente el mantenimiento de HSCs. Células
hematopoyéticas, como macréfagos, neutréfilos, células T reguladoras y megacariocitos, son
ejemplos de progenie derivada de las HSCs que pueden retroalimentar y contribuir al
mantenimiento o movilizacién de las HSCs, Tomado y modificado de Pinho y Frenette, 2019; Sieff
et al., 2019; Zhang, et al., 2019. Figura tomada y modificada de Zhang et al., 2019.
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NICHO ENDOSTEAL

El nicho endosteal, localizado en la superficie interna de la cavidad 6sea y con
abundantes osteoblastos, puede servir como reservorio para el almacenamiento de
las HSCs a largo plazo en estado inactivo. Estudios realizados en los 70’s indicaron
gue las células hematopoyéticas indiferenciadas se localizan cerca de la superficie
del hueso endosteal, y que las células diferenciadas se mueven hacia el eje central
de la médula. El nicho endosteal presenta plasticidad y esta bajo una regulacién

propia y sistémica (Bydlowski et al., 2013). El nicho endosteal estd compuesto de:

CELULAS OSTEOBLASTICAS

Los osteoblastos son responsables de la produccion de la matriz, que secretan en
el sitio del hueso, asi como de la mineralizacion 6sea. Finalmente, los osteoblastos
se rodean de matriz y terminan como osteocitos 0 se convierten en células que
recubren los huesos, que es un proceso reversible. Las células osteoblésticas
formadoras de hueso son jugadores cruciales para la homeostasis del tejido
hematopoyético por su alto recambio. La proliferacion y diferenciacion de las HSCs
esta regulada por una amplia variedad de citocinas, factores de crecimiento y otras
moléculas de sefalizacién. Estas células sintetizan una serie de moléculas de
sefializacion celular que parecen contribuir al mantenimiento y la regulacién de las
HSCs (Bydlowski et al., 2013). Ver tabla 2.
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Tabla 2. Factores que regulan el mantenimiento del nicho endosteal.

Jagged

Trombopoyetina (TPO) y
Angiopoyetina (Ang-1)

Osteopontina

Factor derivado del estroma-1
(SDF-1), también llamado
ligando CXC-12 (CXCL-12)

N-cadherina

Factor de células progenitoras
(SCF)

Funcién

-Ligando para receptor Notch.

-Encargado de controlar la diferenciacién y mejorar la
capacidad de autorrenovacibn de HSCs durante
condiciones de estrés.

-Se unen a receptores MPL y Tie2 respectivamente.
-Encargados de la activacion de integrina 1 y la N-
cadherina.

-Aumenta la quiescencia y mantiene la capacidad de
repoblacion a largo plazo de las HSCs.

-Protegen de apoptosis al activar la via PI3K.

-Glicoproteina expresada por osteoblastos.

-Apoya la adhesion de HSCs al nicho osteoblastico y
regula negativamente la proliferacion de HSCs,
contribuyendo a un estado inactivo.

-Funciona como quimio-atrayente para los progenitores
hematopoyéticos comprometidos y primitivos.
-Contrarresta con su receptor afin CXCR4. La
sefalizacibn SDF-1/CXCR4 regula la linfopoyesis de
células B, la mielopoyesis en la MO y la formacion del
tabique ventricular cardiaco.

-Media el reclutamiento de células progenitoras
endoteliales (EPC) de la MO a través de un proceso
dependiente de CXCR4 que sugiere el papel funcional
en lavasculogénesis en la que las EPCs podrian formar
vasos sanguineos.

-Aumenta la adherencia de HSCs en la superficie
endosteal.

-Se asocia con la inactividad de las HSCs y la
diferenciacion disminuida.

-Factor de crecimiento secretado por osteoblastos.
-regula la actividad de HSCs in vivo y autorrenovacion
in vitro.

-Las HSCs expresan un receptor de tirosina quinasa
transmembranal llamado receptor de factor de células
progenitoras (c-Kit), que se une a SCF, activando la
sefalizacion intracelular importante para la regulacion
de HSCs.
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-Desempefian un papel en la autorrenovacion de
HSCs.

-Importante en la formacién del hueso y agrandamiento
de superficie endosteal.

Familia Wingless (WNT)

Tomado y modificado de Bydlowski et al., 2013; Boulais y Frenette, 2015

CELULAS ENDOTELIALES

Se propuso que las células endoteliales fueran importantes en el microambiente de
las HSCs in vivo, se localizan a estas células junto a las HSCs. Estas células
expresan moléculas de adhesion como la E-selectina y secretan factores solubles
gue pueden expandir las células hematopoyéticas primitivas humanas ex vivo
mediante la produccién del ligando Notch, sin embargo, no se ha comprobado que
las células endoteliales sean un componente regulador necesario del

microambiente in vivo (Bydlowski et al., 2013; Sieff et al., 2019).

CELULAS OSTEOCLASTICAS

Estas células se forman por fusion de multiples células progenitoras de granulocitos-
macréfagos, en un proceso mediado por los osteoblastos. En este proceso, se
reabsorbe la matriz extracelular mineralizada formada por los condrocitos u
osteoblastos ubicados en el nicho endosteal (Kollet et al., 2006). Se ha informado
gue los osteoclastos degradan los componentes del nicho endosteal y mejoran la
movilizacion de las células progenitoras hematopoyéticas. Las enzimas secretadas
por los osteoclastos son responsables de la liberacion de HSCs del nicho endosteal.
Estas enzimas pueden escindir factores que promueven la interaccion entre HSCs
y su nicho. También pueden promover el alojamiento de HSCs en el nicho endosteal
(Bydlowski et al., 2013).
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NICHO VASCULAR

La hematopoyesis y la vascularizacidbn ocurren simultdneamente durante el
desarrollo. De hecho, las HSCs y las células endoteliales se derivan de las mismas
células progenitoras (denominadas hemangioblastos) en la etapa embrionaria y
estan estrechamente relacionadas con la ontogenia de la hematopoyesis (Yin y Li,
2006). El nicho vascular promueve la proliferacion, diferenciacion, activacion del
ciclo celular y las ST-HSCs. Asi mismo, las células endoteliales en el nicho de
ambiente vascular que entran en contacto con las HSCs proporcionan sefiales de
mantenimiento sobre el comportamiento de las HSCs. Sin embargo, es esencial
tener en cuenta que la vasculatura no esta compartimentada en la region central de
la MO y, de hecho, la regién endosteal del hueso también esta vascularizada. Por
lo tanto, los osteoblastos y nichos vasculares propuestos dentro de la médula no
son completamente separables y funcionan de manera interdependiente para
generar y mantener a las HSCs. Se ha demostrado que el nicho vascular produce
factores importantes para la movilizacion, homing y el injerto de HSCs. Dos grupos
de células perivasculares que poseen propiedades de células mesenquimales
funcionan como células de nicho: El ligando de quimiocina CXC-12 (CXCL-12), las
células reticulares abundantes (CAR) y las células progenitoras mesenquimales

Nestin 234+ (Bydlowski et al., 2013). Ver tabla 3.

Tabla 3. Células participantes del nicho perivascular.
Células CAR Células NES+

e Proteina de filamento intermedio
Alta tasa de diferenciacion en
adipocitos, osteoblastos y
condrocitos

e Su funcién reguladora de HSCs se
modifica por simpatectomia o con
G-CSF (que regula negativamente
la capacidad de las HSCs de
expresar CXCL12, SCF,
angipoyetina, IL-7 y VCAM1)

e Estas células expresan altos niveles
de genes involucrados en la
regulacion de HSCs como;
CXCL12, c-Kit, angiopoyetina-1, IL-

7, VCAML1 y osteopontina)
Tomado y modificado de Bydlowski et al., 2013; Boulais y Frenette, 2015

e Constituyen la capa subendotelial
(adventicia) de paredes
sinusoidales

e Altas secretoras de SDF-1 (CXCL-
12), también se les llama células
reticulares abundantes (CAR)

e Expresan VCAM-1, CD44,
PDGFRa y PDGFRp, poseen alta
diferenciacion adipogénica vy
osteogénica

20



5.1.5. REGULACION DE LA HEMATOPOYESIS

Para mantener su integridad funcional de por vida, las HSCs estan estrictamente
reguladas tanto de manera intrinseca a la célula (factores de transcripcion), como
por sefiales extrinsecas (interacciones célula-célula, interacciones célula-matriz
extracelular y factores de crecimiento solubles) del microambiente de la MO
(Larsson y Karlsson, 2005; Olson et al., 2020). Estas alteraciones de sefales
internas o externas pueden promover o0 antagonizar la proliferacion
(autorrenovacion), la inactividad, la diferenciacion, la migracion, la apoptosis o la
transformacion maligna (Larsson y Karlsson, 2005). Sin embargo, la
sobreproduccién de factores de crecimiento es una caracteristica comun de las
células tumorales, estimulando la proliferacién no regulada de si mismas de manera
autocrina y de las células adyacentes de manera paracrina (Ekmekcioglu et al.,
2008).

Un factor de crecimiento hematopoyético es un término comun para la familia de
glicoproteinas que regulan la proliferacion y diferenciacion de las células
hematopoyéticas. Las citocinas son un subtipo de factores de crecimiento que son
producidos por los tipos de células hematopoyéticas e inmunes que incluyen
interferones (IFN) e interleucinas (IL). Una citocina es una proteina mensajera
guimica que transporta una sefial bioquimica entre las células, generalmente del
sistema inmunitario y al resto del cuerpo. La IL designa cualquier proteina soluble o
producto de glucoproteina de los leucocitos que regula la respuesta de otros
leucocitos. La naturaleza pleiotropica de muchas citocinas e IL permite influir en
practicamente todos los sistemas de 6rganos (Ekmekcioglu et al., 2008). A
continuacion, en la tabla 4, se enlistan los principales factores de crecimiento

hematopoyético.

Aungue se haya negado la existencia de citocinas supresoras y se haya
argumentado que la hematopoyesis estaria regulada exclusivamente por estimulos
positivos, siendo el estimulo negativo en realidad la ausencia de esta estimulacion
positiva (Fernandez-Delgado et al., 1992), se sabe desde hace décadas que las

citocinas proinflamatorias como la Interleucina-1 (IL-1), el factor de necrosis tumoral-
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alfa (TNF-a), los IFN, receptores ligando tipo Toll (TLR) (Schuettpelz y Link, 2013)
y otras sefiales de peligro como: patdogenas o de dafio, asociadas a patrones
moleculares; incrementan, o en algunos casos, suprimen la produccion normal de
células normales de MO (Pietras, 2017). En particular, se ha demostrado que
estimulan la proliferacion, diferenciacion y la capacidad de repoblacion de HSCs
(Figura 5) y se sugiere que dicha “senalizacion inflamatoria” también contribuye a
esta regulacion de HSCs en condiciones homeostéticas (es decir, en ausencia de
infeccién o dafio tisular). Si bien, esta sefalizacion inflamatoria puede ser ventajosa
a corto plazo, existen pruebas de que la inflamacion crénica puede ser perjudicial,
pues puede contribuir a la insuficiencia en la MO y la transformacion maligna en
humanos (Schuettpelz y Link, 2013). Todo esto es necesario para mantener el
microambiente hematopoyético y una homeostasis inmune que tienen como
finalidad ser un agente inmunomodulador, para combatir la fisiologia de las células
troncales leucémicas (Camacho et al., 2017). En la tabla 5 se describen algunos de

estos factores.

PAMP/DAMP

\
TNF
\ ) = . I Proliferacion
IFN \ Microambiente
\ celular
Diferenciacion
Mieloide
—_— > _—
Actividad q

G-CSF _| l De repoblacion “
Alargo plazo

4o V4

l Auto renovacion

Figura 5. Regulacion de HSCs por mediadores inflamatorios. Miiltiples citocinas y ligandos
asociados a patégenos regulan las HSCs: TNF, IFN, citocinas movilizadoras como G-CSF y
varios patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP/DAMP) que actian directamente a
través de sus receptores afines sobre las HSCs o indirectamente sobre las células del estroma
en el nicho de las células madre para afectar a las HSC. La sefializacion a corto plazo induce la
proliferacién de HSCs y diferenciacién mieloide suministrando células efectoras de la respuesta
inmune innata. Sin embargo, la exposicion sostenida a estas sefiales reduce la actividad de
repoblacidn a largo plazo de las HSCs, su autorrenovacién y puede contribuir a la insuficiencia y
malignidad de la MO. Tomado de Schuettpelz y Link, 2013.
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Tabla 4. Receptores, antagonistas naturales, localizacién cromosémicay accién biol6gica de los factores de crecimiento

FACTOR DE
CRECIMIENTO
O CITOCINA

Eritropoyetina
(EPO)?

GM-CSF*

G-CSF!

M-CSF!

RECEPTOR

Receptor EPO

Receptor tipo 1
con
subunidades a

yB

Receptor G-
CSF

Fms

ANTAGONISTA
NATURAL

Es afin al receptor
EPO

y citocinas.
LOCALIZACION
EN EL
CROMOSOMA

7q21

5g31.1

17911.2-q12

1p21-p13

ACCION BIOLOGICA

Promueve la proliferacion, diferenciacién y
supervivencia de precursores eritroides

Estimula el crecimiento y el multilinaje de
las colonias progenitoras como: BFU-E,
granulocitos, macréfagos y eosinoéfilos
Induce a la migracién y proliferacion de
células endoteliales vasculares

Activa a fagocitos maduros (neutrofilos,
macrofagos y eosindfilos)

Regula la produccion y funcionamiento de
los neutrofilos

En niveles altos da como resultado una
funcién alterada de HSCs en la MO a
través de alteraciones en el microambiente
de la MO y posiblemente a través de la
sefializacion directa de G-CSF en HSCs

Influencia en muchos aspectos de
desarrollo y funcién de los
monocitos/macrofagos

Estimula la hematopoyesis

Induce la produccién de osteoclastos
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SCF!

Trombopoyetina
(TPO)!

IL-1%

c-kit

Mp1l
IL-1RI e IR-
1RII: Una

extensa familia
de 10 miembros
gue incluyen IL-
18R

Es afin al receptor
c-Kit

Es afin a los
receptores IL-1RI,
IL-1RII E IL-1RA

12g22-12g24

3027-928

213

Promueve la hematopoyesis a diferentes
niveles

Influencia en las células germinales
primordiales y la migracion de melanocitos
durante la vida del embrion

Afecta la inmunoregularidad de células
como: células B o T, mastocitos, NK y
células dendriticas

Influencia en las propiedades de adhesion
de células hematopoyéticas

Mejor regulador de produccién de
plaquetas

Actua en sinergia con EPO para estimular
el crecimiento de progenitores eritroides
Actla en sinergia con IL-3 y SCF para
estimular la proliferacién y prolongar la
supervivencia de las HSCs.

Induce la proliferacion de mdltiples
citocinas

Regula la expresion de marcadores de
superficie para citocinas

Sinergia con otras citocinas para estimular
la proliferacion de progenitores
hematopoyéticos

Influye en la regulacion de células inmunes
(repuesta de células Ty B)

Modula la funcion enddcrina

Afecta la formacion del hueso
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IL-21

IL-3t

IL-4t e IL-13!

Complejo
heterotrimérico
a-B-y

Receptor IL-3
(heterodimero
de IL-3
especifico para
la  subunidad
alfa o]
subunidad )

Los receptores
IL-4 e IL-13
Comparten
subunidades.
El receptor de
IL-4 tipo | (IL-4R
a y el receptor
IL-2 con
cadenas de
subunidades
yc) transduce a
la IL-4 y al
receptor de IL-4
tipo Il (IL-4Ra y
la subunidad de

Es afin a los
receptores
existentes de IL-4 e
IL-13

4926-927

5q31

5q31

IL-1 R actta como un cofactor de
transmision neural. IL-1 es probablemente
no critico para la hematopoyesis normal,
pero si central en estados de enfermedad.

Induce la proliferacion y activacion de
células T, células B y NK

Estimula a progenitores hematopoyéticos
en multilinea, especialmente cuando se
usa en combinacién con otras citocinas
como: SCF. IL-1, IL-6, G-CSF, GM-CSF,
EPOy TPO

Ambos estan involucrados en una reaccién
alérgica (induce un cambio en IgE)
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IL-5¢

IL-6*

IL-7*

IL-13Ral)
transduce a IL-4
e IL-13; IL-4a y
el complejo de
IL-13Ra2 o IL-
13Ral
transduce a IL-
13

Consiste en
subunidades de
IL-5Ra (IL-5
especifico) y B.

La subunidad
es comun en los
complejos de
IL-3y GM-CSF

IL-6Ra junto
con gpl130

Compuesto de
IL-7Ra(CD127)

las
subunidades yc

5q31

7p21

80912-9g13

Regula la produccion funcion,
supervivencia y migracion de eosindfilos
Mejora el namero y la funcién de los
basofilos

Desarrollo y funcion de células By T
Trombopoyesis

Sintesis de proteinas en fase aguda
Inhibe la excrecion de albumina hepética
Resorcion 6sea de los osteoclastos
Diferenciacion neutral

Desarrollo critico para las célulasBy T
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IL-8*

IL-9*

IL-10t

IL-111

II-8Ra e IL-8RB

Receptor de IL-
9

Receptor IL-10
y receptores de

interferon
IL-11Ra y
gpl30 con su
subunidad

4q12-q13

5g31.1

1931-932

19913.3-q13.4

Potente agente quimio atrayente para una
variedad de leucocitos, especialmente
neutrofilos

Suprime la formacién de colonias de
progenitores mieloides inmaduros
Incrementa la proliferaciéon celular de
gueratinocitos y células endoteliales
Incrementa la adhesividad de células de
melanoma

Soporta una maduraciéon clono génica de
progenitores eritroides

Actia como factor de diferenciacion de
mastocitos

Protege de apoptosis y linfomas

Coopera con la IL-4 en la respuesta de las
células B

Mejora la diferenciacién neuronal

Inhibe la sintesis de citocinas por Thl y
para monocitos/macréfagos

Estimula la proliferacion de células B
Involucrado en la transformacion de
células B por el virus Epstein-Barr y para
receptores de factor de necrosis tumoral
(TNF)

Conocido como un factor trombopoyético
Estimula progenitores como: eritropoyesis,
mielopoesis y linfopoyesis

Estimula el desarrollo de osteoclastos
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IL-121

IL-14 0 TXLNAZ?

3,4

IL-15%

gp130=CD130
en 5q11

IL6-,
oncostatina M y
el factor
inhibitorio de
leucemia usa
subunidades de
gpl30

Cadenas de IL-
12RB1 e IL-
12RB2
relacionados
con gpl130

Solo las células
B poseen
receptores para
esta
interleucina
(IL14R)

Alta afinidad a
receptores de
IL-2R con
cadenas Byvy
a la cadena de
IL-15Ra

Homo dimeros IL-
12 p40

IL-12A:3p12-g13.2
IL-12B:5q31.3-

q33.1

1p35.2

4931

Inhibe la adipogénesis
Estimula la proliferacion de
neuronales

células

Citocina proinflamatoria importante para
resistir infecciones
Desarrolla Thl
Estimulador e
hematopoyesis

inhibidor de la

Aumenta la proliferacion de células B
Inhibe la sintesis de anticuerpos

Dispara la produccion y proliferacion de
inmunoglobulinas en células B pre
activadas

Controla el nimero y memoria de Células
T CD8+ en balance de IL-15 (estimulador)
y de IL-12 (inhibidor)

Estimula la proliferacion de NK y activa
células T CD4+ o CD8+
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1L-161

IL-17%

IL-18t

IL-191

Requiere CD4
para
actividades
biol6gicas

Receptor de IL-
17

Receptor de IL-
18

IL-20R1 e IL-
20R2

Existe la proteina

de uniéon de IL-18

15026.1

2931

11022.2-022.3

1932

Facilita la induccion de células LAKy CTLs
Estimula la produccién de mastocitos
Promueve la proliferacion de células
leucémicas

Quimio atrayente para células CD4+
(Células T monocitos y eosindfilos)

Puede mediar en parte la inflamacién de
Células T

Estimula a la expresion de una variedad de
citocinas inflamatorias de  células
epiteliales, endoteliales, fibroblasticas y
macrofagos

Promueve la capacidad de crecimiento de
progenitores hematopoyéticos

Promueve la diferenciacion de
progenitores de células dendriticas

Promueve la produccion de IFN-y y TNF
Sus objetivos son las células T, NK y
macrofagos

Promueve Thl en respuesta a virus

Induce IL-6 y TNF-a
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IL-20!

IL-211

IL-221

IL-231

IL-241

IL-25t

IL-20R1 e IL- 1932
20R2

Receptor de IL-

o1 4q26-27
IL-22R1 e IL-

10R2 12q14
IL-12RB1 e IL-

D3R 12q13
IL-20R1 e IL-

20R2

IL-22R1 e IL- 1932

20R2

IL-17BR 14q11

Induce a genes involucrados en la
inflamacién como TNF-a, MRP14 y MCP-1

Regula la proliferacion y diferenciacion de
Células T

Regula y media a células inmunitarias y al
despeje de células tumorales

Regula la produccién de reactantes en
fase aguda

Induce la produccion de ROS cuando las
células B descansan

La nica funcion de la IL-23 es la induccion
preferencial y proliferacién de la memoria
sub conjunta de células T

Induce IL-6, TNF-q, IL-1B, IL-12 y GM-CSF
Funcionalmente tiene efectos contrarios a
la IL-10

Infeccion con Ad-IL24 resultan en una
regulacién negativa de Bcl-2 Y Bcl-XL
(proteinas anti apoptéticas) y una
regulacibn positiva en Bax y Bak
(proteinas pro apoptoticas) en células de
cancer

Induce la expresion de genes y produccion
proteica de IL-4, IL-5 e IL-13
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IL-20R1 e IL-

7@l
IL-26 10R2

TCCR/WSX-1 y

971
2y GP130

IL-28A,IL-28B e IL-28R1 e IL-

IL-291 10R2

L3023

Receptor de IL-
IL-31% 31 y receptor
oncostatina M

IL-321 Proteinada 3

12q14

12913

19913

12924

16p13.3

Tiene un rol inmuno protector contra
infecciones virales

Inicia Thl
Sinergia con IL-12 e induce IFN-y para
producir células T y NK

Activos antivirales

Subunidad de heterodimero de IL-27

Igual de funcional que la IL-27

Actia sobre monocitos, macréfagos,
células dendriticas, células Ty B, NK y
células endoteliales.

Responsable de promover las respuestas
dérmicas y epiteliales que caracterizan
enfermedades alérgicas o no alérgicas

Induce citocinas proinflamatorias y
quimiocinas como TNF-a, IL-183, IL-6 e IL-
8

Induce la degradacion de IKB

fosforila p38 en la sefializaciéon de MAPK
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IL-331

IL-342 %5

IL-35!

IL-36%

IL-37%

IL-38!

”_-392’ 5.6,7

ST2

CSFI1R

IL-12R[32 y
gpl30

IL-1Rrp2 e IL-
1RAcP

IL-18R

IL-36R

IL-23R y gp130

9p24.1

16022.1

3E1

IL36a: 2912-q14.1

IL36B:2914
IL36y: 2q12-921
IL36RN: 2914

2912-q14.1

2q13

12913.3 (P19);
19p13.3 (EBI3)

Activa NF-KB y MAP quinasas
Conductor en la produccion de Th2
Induce la expresion de IL-4, IL-5 e IL-13

Promueve el crecimiento y desarrollo de
células mieloides
Mejora la produccion de IL-6

Contribuye en la actividad supresora de
Treg

Induce a los niveles de suero de IL-12 e
IFN-y

Reduce la induccién de IL-17

Activa NFKB y MAP quinasas

Juega un rol importante en la biologia de la
piel

Involucrado en la iniciacién y regulacion de
respuestas inmunes

Regula la respuesta inmune

Reduce la produccién de IL-36y e induce
IL-8

Actla sobre los neutréfilos induciendo su
diferenciacion o expansion
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e Juega un papel vital en el desarrollo de
IL-40%57 17925.3 respuestas inmunitarias humorales

IL-418 ¢ Interleucina proinflamatoria secretada por

macrofagos
Tomado de (Ekmekcioglu et al., 2008)* (Justiz y Qurie, 2020)?, (HGNC, 2020)3, (Ballaun, 1998)*, (Owen, 2014)°, (Floss et al.,
2017)8, (Catalan-Dibine et al., 2018)’, (Farc y Cristea, 2019)8
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Tabla 5. Factores que promueven unaregulacién negativa sobre las HSCs.

Citocina supresora

Factor de necrosis
tumoral (TNF-a)

Ferritina H

Lactoferrina

Proteina

inflamatoria
macrofagica (MIP)

Prostaglandina E

Interferones

Efectos

Proteina producida por células monocito/macréfago,
células B y T, timocitos, células de musculatura lisa y
fibroblastos transformados

Sefala a través de dos receptores distintos: el receptor
p55 vy el receptor p75

Inhibe la formacién de colonias derivadas de GEMM-CFU,
BFU-E y GM-CFU

Induce a la sintesis de CSF-GM por los fibroblastos o
activacion de los neutrofilos

Producida por macréfagos, hepatocitos, y células Kupffer
en el higado

Inhibe la formacion de colonias de progenitores maduros
e inmaduras. Estéa inhibicién afecta a los progenitores que
se encuentran en ciclo, en dosis-dependiente y ligada a la
actividad derro-oxidasa de la ferritina

Proteina producida por neutrofilos

Accion inhibitoria indirecta, mediante la supresion de la
liberacion de CSF o IL-1. Est4 accion es neutralizada por
IL-6 o lipopolisacéaridos bacterianos

Proteina secretada por macrofagos, se conocen tres
subunidades (1a, 18y 2B)

muestra accion potenciadora sobre el desarrollo de los
progenitores hematopoyéticos maduros in vitro

Se le ha atribuido una accion supresora sobre la
proliferacién de progenitores hematopoyéticos primitivos

Producida por: células epiteliales, fibroblastos,
macroéfagos, células del musculo liso y plaguetas

La PGE-1 y PGE-2 muestran una accién inhibidora sobre
los progenitores monocitarios (M-CFU), en menor medida
sobre los GM y los comprometidos en la linea
granulocitica (G-CFU)

Se le ha atribuido una accion contraria, objetivandose la
capacidad de potenciar el crecimiento de colonias
derivadas de BFU-E

Grupo de moléculas con propiedades fundamentalmente
antivirales, los interferones tipo | (a y B) son producidos
por una variedad de tipos de células como linfocitos,
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Inhibina / Factor de
crecimiento
transformante
(TGF-B)

Receptores tipo
Toll

Interleucinas

células dendriticas, macrofagos, fibroblastos, células
endoteliales y osteoblastos a través del receptor IFNa / 3
Presentan una accién antimitotica sobre células normales
y leucémicas. Esto justifica la accion inhibitoria del
crecimiento de colonias derivadas de GEMM-CFU y BFU-
E y en menor cantidad de GM-CFU

El interferén y induce a la sintesis de CSF por monocitos
y linfocitos T, para una accién estimulante indirecta

Producida por: linfocitos, monocitos/macréfagos vy
plaquetas.

La inhibina y activina componen una familia de moléculas
de accién variable sobre diversos érganos, habiéndose
demostrado su intervencion en la liberacion de FSH de
células de la glandula pituitaria y de forma indirecta, a
través de monocitos y linfocitos T, en el crecimiento de
GEMM-CFU y BFU-E.

El TGF-B, por su parte puede tener una accion inhibitoria
directa sobre progenitores hematopoyéticos primitivos

Es una familia de receptores de reconocimiento de
patrones transmembranales (PRRs) que detectan
patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP).
Se han descrito 10 miembros que juegan un papel central
en la respuesta innata y adaptativa. Asi mismo, los
receptores TLR pueden regular la funcién de HSCs en
humanos y puede conducir a la produccion de multiples
citocinas como: IL-1Ba.

Las HSCs expresan TLR como: TLR1, TLR2, TLR3, TLR4
y TLR6 que pueden influir en el ciclo celular de las HSCs
y pueden promover la diferenciacion hacia un destino
mieloide.

También se ha demostrado que las HSCs movilizadas con
G-CSF aumento sus niveles de TLR2 en comparacion con
las HSCs no movilizadas.

Las citocinas inflamatorias producidas durante una
infeccion o dafio tisular ayudan a regular la expresion de
TLR en las HSCs.

La disfuncion de receptores TLR se ha implicado en la
progresion de leucemias, sofocando a células del sistema
inmune, aumentan la inflamacién e interrumpen la
comunicacion celular.

Proceden de multiples  fuentes, tales como
monocitos/macrofagos, células dendriticas, NK, Linfocitos
T y B, células epiteliales y endoteliales, fibroblastos,
adipocitos, astrocitos o células de musculo liso
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e |L-1: Provoca inflamacion local y efectos sistémicos como
fiebre, respuesta de fase aguda.
IL-6: Induce inflamacion y respuesta de fase aguda
IL-8: Posee actividad angiogénica
IL-9: Involucrado en alergias y asma
IL-12: Induce a la produccién de IFNy
IL-13: Involucrado en alergias y asma
IL-14: Inhibe la sintesis de anticuerpos
IL-17: Promueve la inflamacién al aumentar la produccién
de células epiteliales, endoteliales y fibroblastos de
citocinas proinflamatorias
e |L-18: Induce a la produccion de IFNy por células T y
aumenta la citotoxicidad por células NK
e IL-19: Induces especies reactivas de oxigeno y citocinas
proinflamatorias
e |L-21: Aumenta la actividad citotoxica y la produccién de
interferén y por células NK y células T CD8" activadas
e IL-22: Posee efectos anti- y proinflamatorios
e IL-25: Proinflamatoria. Puede contribuir a enfermedades
de las vias respiratorias
e |L-32: Citocina proinflamatoria de la familia de IL-1 que
induce a TNF-a
e |L-36: Citocina proinflamatoria de la familia de IL-1 que
estimula células dendriticas para que produzcan citocinas
proinflamatorias
Tomado de Fernadndez-Delgado et al., 1992; Branton y Kopp, 1999; Babeye et al., 1999;
Schuettpelz y Link, 2013; Owen, 2014; Camacho et al., 2017; Chiou y Connor, 2018;
Lee et al., 2020




5.2. LEUCEMIA

El término “Leucemia” se refiere a un grupo de enfermedades con diferentes
antecedentes bioldgicos, presentacion clinica, prondstico y respuesta al tratamiento,
gue se caracteriza por una transformacion maligna de las células hematopoyéticas
gue producen una poblacién anormal (clon) de células que suprime la produccion
de sangre normal en la MO (Polychronakis et al., 2013). Como en otros tipos de
cancer, la ontogenia de la leucemia es un proceso multivariado de alteraciones
genéticas mediante las cuales, las células normales adquieren una sucesién de
capacidades distintivas (Figura 6) (Hanahan y Weinberg, 2000; Hanahan y
Weinberg, 2011; Fouad y Aanei, 2017; Alkhazraji et al., 2019).
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Figura 6. Rasgos adquiridos en células leucémicas. Diferentes exposiciones actlan
continuamente sobre las células normales, lo que lleva a diferentes alteraciones que, a lo largo
del camino hacia la malignidad, experimentan ciclos de seleccion evolutiva y clonal que
conducen a la adquisicion de rasgos competentes para el cancer. Tomado y modificado de
Hanahan y Weinberg, 2000; Hanahan y Weinberg, 2011; Fouad y Aanei, 2017; Alkhazraji et al.,
20109.

Los cuatro subtipos de leucemia (Tabla 6) de atencion primaria son: Linfoblastica
aguda (ALL), mieloide aguda (AML), linfocitica cronica (CLL) y mieloide cronica
(CML) (Davis et al., 2014).
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Subtipo de
leucemia

Leucemia
Mieloide
Aguda

Leucemia
Mieloide
Crénica

Leucemia
Linfoide
Aguda

Tabla 6. Principales caracteristicas de las leucemias.

Descripcion

Crecimiento
incontrolado 'y
exagerado de
células
indiferenciadas
(lamados
blastos), con
caracteristicas
mieloides

Se observa
una gran
proporcion de
glébulos rojos
maduros en
relacién con el
ndmero de
células
inmaduras.
Presencia de
una
anormalidad
genética
adquirida
(cromosoma
Ph que
involucra a los
cromosomas 9
y 22 (esta
fusién se
conoce Ccomo
BCR-ABL)).

Produccion
incontrolada
de blastos con
caracteristicas
linfoides y un
bloqueo en la
produccién
normal de
glébulos rojos,
glébulos

Causal/relacion
de enfermedad

Relacion con
exposicion  al
benceno,
radiacion
ionizante 0]

exposicion  a
quimioterapias

Relacion con
exposicion  a
radiacion

Relaciéon con la
radiacion

Sintomas

Cansancio,

dificultad para
respirar, palidez
y  sangrados,
manchas en la
piel, fiebre,
infecciones y
dolor en huesos

Cansancio,
palidez,
diaforesis,
pérdida de peso
y molestias del
lado izquierdo
del abdomen
debido al
agrandamiento
del bazo.

Cansancio, falta

de aliento,
signos de
sangrado,

infecciones y
fiebre,
glandulas
inflamadas,
inflamacién de
los testiculos,
vOmitos y

Grupos
que
afecta

Adultos
(ocurre
en el
80%)

Adultos

Nifilos vy
jovenes
adultos
(53% de
nuevos
casos
ocurren
en
personas
<20 afios)

Tasa de
sobrevida
a 5 anos

<50 arfios:
55%

=50 anos:
14%

<50 afios:
84%

=50 anos:
48%

<50 afos:
75%

250 anos:
25%
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blancos y dolores de

plaguetas cabeza que
sugieren
afectacion del
sistema
nervioso

Fatiga, pérdida

de peso
involuntaria,
sudoracion
nocturna
. excesiva,
Acumulacion .
. : plenitud
de linfocitos : Adultos
neoplésicos Exposicion al abd'omlnal con viejos
= agente saciedad o <50 afios:
pequefios de : (85% de .
] naranja, temprana y 94%
Leucemia aspecto : L nuevos
PP insecticidas, aumento de la
Linfatica maduro en la : : : casos
Crénica sangre la Pocd eV|o!en_c|a frecue_nua iE ocurren
. ’ de radiacién infecciones =50 anos:
R Y ionizante relacionadas en 83%
tejidos ' con personas
linfoides . >65 afos)
secundarios hlppgammaglo
bulinemia,
ganglios
linfaticos
agrandados,
hepatomegalia
y

esplenomegalia

Tomado y modificado de Hamerschlak, 2008; Davis et al., 2014; Kipps et al., 2017

5.2.1. CLASIFICACION

Las leucemias agudas se caracterizan por la proliferacion incontrolada de células
progenitoras mieloides o linfoides. Su clasificacion morfolégica se basa en la
identificacién de la linea celular de leucemia y la etapa de diferenciacion celular.
Durante la segunda mitad del siglo XX, se definieron varios subgrupos de leucemia,
basados en la correlacion entre su morfologia y caracteristicas clinicas, hallazgos
de laboratorio y respuesta al tratamiento. Se propusieron varias clasificaciones y
luego se descartaron como inadecuadas para todo tipo de pacientes. En algunos de

éstos, los criterios eran ambiguos; algunos usaron métodos complicados y poco
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reproducibles, mientras que otros usaron terminologia diferente para describir el
mismo tipo de leucemia, creando asi una atmaosfera de confusion. En 1976, esta
situacion llevd a 7 hematdlogos a unirse para formar un grupo cooperativo
internacional que dio origen al sistema de clasificacion francoestadounidense
britanico (FAB), que dividio la leucemia en 2 tipos: mieloide y linfoblastica (Tabla 7).
El sistema de clasificacion solo puede usarse en pacientes no tratados previamente,
ya que la quimioterapia distorsiona tanto las células normales como las malignas
(Ladines-Castro et al., 2016).

Tabla 7. Clasificacion Francoestadounidense britanico (FAB) de leucemias

agudas.

Leucemia linfoblastica aguda
Tipo Morfologia Inmunofenotipo
B T

‘. Al

® @ L1 Blastos homogéneos, CD19 CD3
Leucemia nacleo regular, cromatina CD22 CD7
linfoblastica homogénea, nucleolos CD79a CD5
3 o o con estructura pequefios o nulos, el CD10 CD2

homogénea. citoplasma escaso y baséfilo CD20 CD4
leve a moderada.

7 # iy L2 Nucleo irregular, estructura CD19 CD3

il Leucemia de cromatina heterogénea, CD22 CD7

. linfoblastica  nucleolos grandes. CD79a CD5

- con estructura CD10 CD2

b - variada. CD20 CD4
-~y

Blastos grandes, nucléolos CD19 CD3

L3 prominentes, estructura de CD22 CD7Y
A Leucemia de cromatina punteada CD79a CD5
‘ Burkitt homogéneamente, CD10 CD2
citoplasma abundante, CD20 CD4

abundante vacuolacion

citoplasmaética (tipo burbuja)
que cubre el nacleo.




Linfoma CD16+

extranodal  Infiltrado linforeticular CD2+
nasal de angiocentrico y polimorfico ggg'+
células ¢
i CD16+
! Natural Killer CD45+
A @_ &;‘\ Icélulas T il
¥ Lo 108 ‘200* Granulisina

Leucemia Mieloide Aguda
Tipo Morfologia Inmunofenotipo

MO Puede parecerse a blastos CD13+

Leucemia de LLA-L2. Blastos de CD33+

mieloblastica tamafio mediano, ndcleo CD11b+

aguda con redondeado, cromatina fina, CD1l1lc+

minima citoplasma  basoéfilo no CD14+

diferenciacién granular, nucleolos CD15+
prominentes.

Blastos de tamafio mediano

con alta relacion
nudcleo:citoplasma (n:c),
M1 ndcleos redondeados con

Leucemia cromatina  inmadura Yy
mieloblastica dispersa con uno o mas MPO+
aguda sin nucleolos prominentes. Los CD13+
maduraciéon.  blastos pueden mostrar CD33+
granulacion azurofilica finao CD117+
bastones de Auer aisladas CD43+/-
en el citoplasma en 5% a
10% de los casos.

Blastos de tamafio pequefio
a mediano con alta relacion
nucleo:citoplasma (n:c) y
M2 ndcleos redondeados a MPO+
Leucemia veces ubicados en una CD34+/-
mieloblastica esquina del citoplasma. EI CD13+
aguda con ndcleo muestra cromatina CD15+
maduracién. inmadura dispersaconunoo HLA-DR +/-
mas nucleolos. El Sudan black +
citoplasma es basofilo y CD117 +/-
puede contener rastros de
granulacion azurofilica
primaria o bastones de Auer
aisladas.




M3
Leucemia
promielocitica

M4
Leucemia
mielo-
monocitica
aguda

M5a
Leucemia
monoblastica
aguda

Abundante granulacion
intensamente azurofilica. El
nicleo suele tener un

aspecto monocitico
(reniforme) y es irregular o
bilobulado con una
hendidura profunda.

Citoplasma  escasamente
baséfilo debido a Ia
proliferacion de granulacion

azurofilica. Algunos
promielocitos atipicos
también contienen

inclusiones citoplasmaticas
cristalinas alargadas o en
forma de astilla especificas
para este tipo de leucemia,
gue generalmente forman
grupos, pero difieren de los
bastones de Auer en que
muestran una subestructura
tubular en  microscopia
electrénica.

Blastos largos, moderada
relacion nucleo:citoplasma
(n:c) y forma basobfila
variable. El nucleo puede ser
redondeado, en forma de
rifién o irregular. Los
nucléolos suelen ser
prominentes.

Grandes blastos con nucleo
redondeado y cromatina
inmadura dispersa  (1-3
nucleolos) vy citoplasma
basofilo moderadamente
grande e intensamente. El
citoplasma puede mostrar
algunos bastones de Auer
ylo prolongaciones y
granulaciones.

CD13+
CD33+
HLA-DR-
CD34-

CD13+
CD15+
CD33+
CD11b+
CD11c
CD14+
CD64+
CD4+

CD14+
CD68+
CD4+
CD11c+
HLA-DR+
CD64+
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® .-
5 Leucemia
o .
- . 7 monocitica
. B aguda
' o
> £ @ M6a
B ege0 Leucemia

eritroide con
proliferacion

. o

de blastos
- -~ QL mixtos
pooo Q@
Méb
[ & O - ¥ Leucemia
> W eritroide pura
-~ @Q
- ™ ‘_.'_
e YD M7
® . . A T % Leucemia
4 O | _
o mega
, "_'r cariocitica
aguda
| [ T -_—

Los promonaocitos tienen un
ndcleo redondeado o en
forma de riibn con un
citoplasma menos basobfilo
gue estd mas altamente
granulado y que contiene
algunos monoblastos vy
vacuolas. Un hallazgo de
eritrofagocitosis junto con
blastos monociticos sugiere
una translocacioén t (8;16).

Més del 50% de precursores
eritroides y alrededor del
30% de mieloblastos. La
morfologia de los eritrocitos
en la sangre periférica
cambia enormemente, con
esquistocitos, células "en
forma de pinza" o en forma
de hongo, y células de
equinocitos 'y acantocitos
espiculados.

Los eritroides constituyen el
80% de las células de la MO,
con menos del 3% de
células  mieloides. Los
eritrocitos en la sangre
periférica  consisten en
macrocitos, punteado
basdfilo, cuerpos de Howell-
Jolly o anillos de Cabot.

Blastos polimorficos
altamente inmaduros. El
ndcleo es excéntrico con
cromatina reticulada
dispersa y de 1-3 nucleolos
prominentes. citoplasma no
granular, baséfilo de
apariencia similar a las
plaguetas, con pseudopodos

0 granulaciones. Se
observan
micromegacariocitos y

fragmentos de

CD14+
CD68+
CD4+
CD11c+
HLA-DR+
CD64+

CD13+
CD33+
CD15+
Glicoforina A+
Glicoforina C+

CD13+
CD33+
CD15+
Glicoforina A+
Glicoforina C+

CD41+
CD61+
CD42+
CD13+
CD33+
CD34+




megacarioblastos en la
sangre periférica (plaguetas
gigantes, algunas altamente
desgranuladas).

Células blasticas con CD11b
M8 granulos, presenta vacuolas CD13+
Leucemia en el citoplasma, nucleos CD22+
basofilica ovales y bilobulados con CD25+
aguda nucleolos CD33+
CD123+
Panmielosis  Mieloblastos con CD45+
aguda con ocasionales bastones de CD34+
mielofibrosis  Auer. Algunos eritrocitos
presentan nucleos
Blastos leucémicos CD13
aberrantes que pueden ser CD33
Sarcoma granulocitos, monoblastos o0 CD117
mieloide mielomonociticos; también MPO
pueden ser mieloblastos, CD14
promielocitos y mielocitos CD163
eosinofilos CD11c
CD20
CD45RO
CD79a
CD3

Tomado de WHO Expert committee on the Selection, Use of essential medicines, 2014;
Avni y Koren-Michowitz, 2011; Chatterjee et al., 2013; Luo et al., 2014; Ladines et al.,
2016; Dufva et al., 2018; Harabuchi et al., 2019




5.2.2. LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA

La leucemia mieloide aguda (AML) es un grupo hematolégico agresivo y
heterogéneo de neoplasias que se caracteriza por una mayor proliferacion de
células progenitoras mieloides y una capacidad reducida para diferenciarse
(Skayneh et al., 2019), estd diferenciacion blogueada del linaje mieloide y la
acumulacion de células blasticas mieloides resulta en una falla catastréfica de la
MO (lllangesearan et al., 2019); la afectacion de la sangre periférica es frecuente
mientras que la infiltracion a 6rganos, de manera mas inquietante, al pulmén (Estey,
2018) y algunos pacientes también pueden presentar enfermedad extramedular,
incluida la afectacién del sistema nervioso central (Short et al., 2018). La AML es la
leucemia aguda mas comuan en adultos, y representa aproximadamente el 80% de
los casos en este grupo (De Kouchkovsky y Abdul-Hay, 2016). Aunque puede
ocurrir en cualquier grupo de edad, la AML es predominantemente una enfermedad
en adultos mayores, con una edad media al diagnostico de 68 afios (Short et al,
2018). Para México, la edad media es de 32 a 44 afios (Gémez-Almaguer et al.,
2017; Colunga-Pedraza et al., 2018). Asi mismo, nuestra poblacién tiene una
prevalencia significativamente mayor de M3 (con una incidencia del 35.5%), M7 y
una prevalencia significativamente menor de leucemia de células pilosas, leucemia
linfocitica crénica, Mieloma multiple y macroglobulinemia de Waldenstrom
(Colunga-Pedraza et al., 2018).

El criterio de 2016 de la Organizacion Mundial de la Salud (WHO) para la AML es al
menos 20% de mieloblastos en la médula (o sangre) con linaje mieloide (por
ejemplo, mieloblastos, monoblastos 0 megacarioblastos) establecido por citometria
de flujo multiparamétrica (MFC). Ocasionalmente, los blastos mieloides pueden
tener marcadores de células T o B, o pueden existir poblaciones mieloides y
linfoides dificilmente separables. Esto se conoce como “leucemia aguda de fenotipo
mixto” (MPAL) (Arber et al., 2016) y no esta claro si se debe manejar como AML,
ALL, o ambas. Los casos con >20% de blastos, pero, que carecen de marcadores
se denomina leucemia no diferenciada y a menudo se maneja como AML (Short et
al., 2018; Estey, 2018).
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5.2.3. CARACTERISTICAS CLINICAS Y DIAGNOSTICO

La AML se caracteriza por varias mutaciones recurrentes que afectan la biologia y
el fenotipo de la enfermedad, la respuesta al tratamiento y el riesgo de recaida
posterior (Short et al., 2018). Actualmente se sabe que las mutaciones genéticas
contribuyen a la patogénesis de la AML, de las cuales, se han agrupado en tres
grupos de alteraciones: (1) mutaciones que afectan a los genes que contribuyen a
la proliferacion células (FLT3, c-KIT, RAS, PTPN11.); (2) Mutaciones que afectan a
los genes implicados en la diferenciacion mieloide (AML1 y CEBPA) y (3)
mutaciones que afectan a los genes implicados en la regulacion del ciclo celular o
la apoptosis (TP53, NPM1) (Renneville et al., 2008) (Tabla 8).

Tabla 8. Frecuenciay significancia clinica de los genes mutados en adultos con
AML.
Gen Frecuencia Significancia clinica
mutado en %

AML con mutaciones NPM1 una entidad clinico-patol6gica
Mas frecuente en AML citogenéticamente normal (45-60% de
los casos); frecuentemente asociado con otras mutaciones (p.
€j., FLT3-ITD y mutaciones en DNMT3A, IDH1, IDH2 y TET2)
En pacientes mas jovenes, la AML citogenéticamente normal
con NPM1 mutado sin FLT3-IDT se asocia con un resultado
favorable; en general, no hay beneficio del trasplante alogénico
de células hematopoyéticas en la primera RC.

Los pacientes mayores (> 60 afios) con AML mutada en NPM1
se benefician de la quimioterapia intensiva convencional
Marcador genético para la evaluacion de enfermedad residual
minima

NPM1 25-35

Solo la AML con mutaciones bialélicas de CEBPA define la
entidad clinico-patol6gica

La incidencia disminuye con la edad avanzada; asociado con
AML citogenéticamente normal

Asociado con resultado favorable

Asociado con AML familiar

CEBPA 6-10

La incidencia aumenta con la edad avanzada; asociado con
otras mutaciones (por ejemplo, en ASXL1, SRSF2, IDH2 y
KMT2A)

Asociado con AML secundaria que evoluciona de un sindrome
mielodisplasico

RUNX1 5-15




FLT3-
ITD

KIT

NRAS

DNMT3A

ASXL1

Aprox. 20

<5

Aprox. 15

18-22

5-17

Mutaciones de RUNX1 predictivas de resistencia a la terapia de
induccioén y de resultado inferior

Asociado con el trastorno plaquetario familiar autosémico
dominante que confiere una predisposicion a la AML

Mas frecuente en AML citogenéticamente normal (28-34% de
los casos)

Asociado con un resultado desfavorable, particularmente en
pacientes con una gran proporciéon de IDT mutante a tipo
salvaje. Insercion de ITD en 31 del dominio de tirosina quinasa
1, o ambos

Los pacientes con AML positiva para FLT3-ITD pueden
beneficiarse  del trasplante  alogénico de  células
hematopoyéticas en la RC de los primeros; Este efecto
beneficioso puede estar restringido a pacientes con una alta
proporcion de IDT mutante a tipo salvaje

Los inhibidores de la tirosina quinasa con actividad contra FLT3
estan en desarrollo clinico

Principalmente detectado en el factor de union al nacleo AML
(25-30% de los casos)

Confiere un prondstico desfavorable en AML con t(8;21); efecto
desfavorable en AML con inv(16)/t(16;16) menos formalmente
establecido

Los inhibidores de la tirosina quinasa con actividad contra KIT
estan en desarrollo clinico

Mas frecuente en AML citogenéticamente normal, AML con
inv(16)/t(16; 16) y AML con inv(3)/t(3;3)
El RAS mutante puede predecir la sensibilidad de la citarabina

Evento temprano en leucemogénesis

La incidencia aumenta con la edad avanzada

Mas frecuente en AML citogenéticamente normal (30-37% de
los casos); asociado con mutaciones NPM1y FLT3-ITD

Efecto adverso moderado sobre el resultado; posiblemente
limitado al subgrupo molecular ELN desfavorable de AML cito
genéticamente normal

Asociado con hematopoyesis clonal en personas mayores
sanas

Evento temprano en leucemogénesis

La incidencia aumenta con la edad avanzada

Asociado con AML secundaria que evoluciona de un sindrome
mielodisplasico
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IDH1 e
IDH2

TET2

KMT2A-
PTD

TP53

IDH1: 7-
14;
IDH2: 8-19

7-25

Aprox. 8

Mutaciones concurrentes frecuentes (p. Ej., En RUNX1, srsf2, e
IDH2)

Mutaciones de ASXL1 predictivas de resultado inferior
Asociado con hematopoyesis clonal en personas mayores
sanas

La incidencia de la mutacion IDHR140 aumenta con la edad
avanzada

Las mutaciones IDH1 e IDH2 son mas frecuentes en la AML
citogenéticamente normal (25-30% de los casos); asociacion
con mutaciones NPML1 (excepto IDH2R172)

Importancia prondstica dependiente del contexto mutacional
(estado NPM1 y FLT3-ITD) y del tipo de mutacién (los
inhibidores IDH1 e IDH2 son desarrollo clinico

Las mutaciones IDH1 e IDH2 pueden identificar a los pacientes
gue probablemente tengan un respiro a la inhibicién
farmacoldgica de BCL2

Evento temprano en leucemogénesis

La incidencia aumenta con la edad avanzada

Mutuamente excluyentes de las mutaciones IDH1 e IDH2

La importancia pronéstica no se establece finalmente; En
algunos estudios, las mutaciones TET2 se asocian con una
supervivencia inferior entre los pacientes con AML
citogenéticamente normal o en el subgrupo ELN favorable de
AML citogenéticamente normal.

Asociado con hematopoyesis clonal en personas mayores
sanas

Asociado con AML citogenéticamente normal (3-11% de los
casos) y trisomia 11 (hasta uN 90% de los casos)

Posible efecto adverso moderado sobre el resultado, pero no es
un factor prondstico independiente

La incidencia aumenta con la edad avanzada

Alteraciones de TP53 detectadas predominantemente en AML
con cariotipo aberrante complejo (deleciones, mutacion o
ambas en 56-78% de los casos)

Mutaciones asociadas con -5 o del (5q), -7 o del (7q), cariotipo
monosémico y complejidad gendmica, entre otros factores

Las mutaciones de TP53 confieren un resultado muy pobre

Tomado de Dohner et al., 2015
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5.2.4. TRATAMIENTO
PRETRATAMIENTO

La comprension biolégica de la AML se debe a su naturaleza subclonal y su
heterogeneidad; asi como los factores relacionados con el paciente y la enfermedad
gue contribuyen a la probabilidad de que un paciente logre la respuesta al
tratamiento y la supervivencia a largo plazo (Short et al., 2018) La edad, el desarrollo
de la enfermedad, ademas de las aberraciones cromosémicas y moleculares,

siguen siendo las herramientas mas importantes para la predicciéon de resultados

en la AML (Tabla 9) (Saultz y Garzon, 2016).

Tabla 9. Test comunes de laboratorio para la evaluacion de las leucemias.

Test

Aspirado o
biopsiade MO

Prueba
citogenética

Citometria de
flujo por
inmunofenotipo

Prueba
molecular

Descripcion

Examen de wuna
mayor
concentracion de
células
hematopoyéticas.

Examen de
cromosoma
completo a través de
cariotipo o andlisis
de hibridacién
fluorescente in situ

Clasificacion y
recuento de células
(de muestras de
sangre periférica o
de MO) por
marcadores
especificos de la
superficie celular

Prueba de
mutaciones
especificas a nivel
de ADN a través de
la prueba de PCR

Aplicacién clinica

Identificacién de células blasticas en AML y
ALL.

El grado de afectacion medular se
correlaciona con el pronéstico en la CLL.

Deteccion del cromosoma Filadelfia (gen de
fusion BCR-ABL1) para el diagnéstico de
CML.

Identificar anomalias cromosémicas para
diagnosticar subtipos de leucemia.

Puede usarse para guiar el tratamiento y
determinar el pronéstico.

Contar células clonadas de linaje linfoide para
el diagndstico de CLL.

Identificar ciertos marcadores de la superficie
celular para diagnosticar subtipos de
leucemia.

Deteccion del cromosoma Filadelfia (gen de
fusion BCR-ABL1) para el diagnéstico de
CML.
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Ayuda en el diagnéstico de subtipos de
leucemia; también se puede usar para guiar el
tratamiento y determinar el pronostico.

Examen de

muestras de sangre Identificacién de bastones de Auer en AML y
completa bajo el células blasticas en AMLy ALL.

microscopio.

Frotis
periférico

Tomado de Davis et al., 2014

En 2010, se cred el esquema de clasificacion europeo LeukemiaNet (ELN) en un
esfuerzo por estandarizar la estratificacion del riesgo en pacientes adultos con AML
mediante la incorporacion de anormalidades citogenéticas y moleculares. Los
pacientes se clasifican en uno de los cuatro grupos de riesgo: favorable, intermedio
[, intermedio Il y adverso (Saultz y Garzon, 2016). Los analisis genéticos, que
incluyen tanto el cariotipo como la deteccion de fusiones genéticas recurrentes y
mutaciones moleculares, brindan informacion importante sobre la biologia de la
enfermedad e informan fuertemente la evaluacion del prondstico, que a su vez se
utiliza para guiar las decisiones sobre la terapia post remision (Short et al., 2018)
(Tabla 10).
Tabla 10. Grupos de estratificacion de riesgo propuesto por ELN, basado en el
perfil citogenético y molecular

Estratificacion  Perfil citogenético solo Perfil citogenético y anormalidades
de riesgo moleculares.

t(8:21)(g22;922) sin mutacion en c-KIT

1(8:21)(g22;922) inv(16)(p13.1922)
Favorable inv(16)(p13.1922) t(15:17)(922;912)
t(15:17)(g22;912) NPM1 mutado sin FLT3-ITD (CN-AML)

mutacioén bialélica CEBPA (CN-AML)

NPM1y FLT3-ITD mutados (cariotipo

normal)
intermedio | CN-AML NPM1y FLT3-ITD de tipo “salvaje”
t(9:11)(p22;923); MLLT3-  (cariotipo normal)
KMT2A NPM1 sin FLT3-ITD de tipo “salvaje”

(cariotipo normal)
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CN-AML
t(9:11)(p22;923); MLLT3-

CN-AML*
1(9:11)(p22;923); MLLT3-KMT2A

Jgeninizeie [ KMT2A Anormalidades citogenéticas no

clasificadas como favorables o adversas
Mutaciones de TP53 sin importar el perfil

inv(3)(q21926.2) citogenético

t(6:9)(p23;934); DEK- CNen FLT3-ITD

NUP214 CN en DNMT3A

1(3:3)(g21;921;926.2): CN en KMT2A-PTD

GATA2-MECO (EV11) inv(3)(021026.2)

Adverso t(v:11)(v;023);KMT2A 1(6:9)(p23;934); DEK-NUP214

reorganizado

gl1, anormalidades que
no sean t(9;11)-5 o del
(59)-7

Con cariotipo complejo

t(3:3)(921;921;926.2); GATA2-MECO
(EV11)

t(v:11)(g:q23): KMT2A reorganizado
g11, anormalidades que no sean t(9:11)-
5 o del (5q)-7

Con cariotipo complejo

*CN-AML: Casos de AML con un riesgo de pronéstico intermedio constituyen una
citogenética normal

Tomado de De Kauchkovsky y Abdul-Hay, 2016; Saultz y Garzon, 2016

La evaluacion precisa del pronostico es fundamental para el manejo de la AML. Al
estratificar a los pacientes de acuerdo con su riesgo de resistencia al tratamiento o
mortalidad relacionada con el tratamiento, los factores pronésticos ayudan a guiar
al médico a decidir entre la intensidad de tratamiento estandar o aumentada, la
guimioterapia de consolidacion o el trasplante alogénico de células madre
hematopoyéticas (allo-HSCT), o mas fundamentalmente al elegir entre los
establecidos o terapias de investigacion. Entre los factores clinicos, el aumento de
la edad y el estado de bajo rendimiento estan asociados con tasas mas bajas de
remision completa (RC) y una disminucion de la supervivencia general (SG) (De
Kauchkovsky y Abdul-Hay 2016; Short et al., 2018).

ENFOQUE GENERAL DEL TRATAMIENTO

A diferencia de otros tipos de leucemia, el tratamiento de la leucemia aguda no
depende de cuanto haya avanzado la enfermedad, sino de la condicion de la

persona. ¢ El paciente tiene la enfermedad de novo? O ¢el paciente se encuentra
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en una recaida después de una RC? Con la AML, el tratamiento generalmente
depende de la edad de la persona y la salud general; asi como de su recuento de

células sanguineas (Harvard Health Publishing, 2014).
TERAPIA DE INDUCCION

Desde 1970, una combinacion de citarabina y una antraciclina ha sido el régimen
de induccion estandar para pacientes considerados adecuados para la terapia
intensiva de AML (para adultos jovenes (edad <60 afios) y pacientes ancianos en
forma (especialmente aquellos que albergan mutaciones NPM1 y leucemia CBF))
con el régimen “7 + 3”: 7 dias de citarabina infundida (100—-200 mg/m? al dia) méas 3
dias de antraciclina (p. Ej., Daunorubicina -60 o0 90 mg/m? en los dias 1, 2y 3- 0
idarubicina -10-12 mg/m? en los dias 1, 2 y 3-). El objetivo de la quimioterapia de
induccién es lograr la RC, que se define como: (1) <5% de blastos en muestra de
aspirado de MO con espiculas de médula y con un recuento de =200 células
nucleadas (sin blastos con bastones de Auer o persistencia de enfermedad
extramedular); (2) recuento absoluto de neutréfilos (ANC) >1000/uL, y (3) plaguetas
=>100,000/uL, reduciendo drasticamente la carga de leucemia en los pacientes. El
pronostico y los resultados de la enfermedad en adultos y ancianos, que representa
la mayoria de los pacientes con AML, sigue siendo deficiente (Saultz y Garzon 2016;
Short et al., 2018; lllangesearan et al., 2019).

Las personas mayores de 65 afios tienen mas probabilidades de presentar un perfil
de riesgo citogenético adverso, tienen menos probabilidades de responder a la
guimioterapia y, a menudo, son mas susceptibles a las toxicidades relacionadas con
el tratamiento (De Kauchkovsky y Abdul-Hay 2016) por lo que el uso de agentes
hipometilantes, incluyendo decitabina y azacitidina, ha demostrado ser beneficioso.
Ambos agentes, comunmente utilizados para tratar la mielodisplasia, tienen

actividad en la AML como terapia de induccién inicial (Saultz y Garzon, 2016).
TERAPIA DE CONSOLIDACION

La terapia posterior a la RC se administra para prevenir la recaida y erradicar la
leucemia residual minima (MRD) en la MO después de la induccién como un puente
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para el allo-HSCT o para lograr la cura. En general, hay dos estrategias principales
para la consolidacion; quimioterapia (incluidos por agentes especificos) y allo-HSCT
(Saultz y Garzon, 2016). Para aquellos pacientes con enfermedad de riesgo
intermedio, no existe consenso con respecto a la terapia éptima posterior a la RC,
y el tratamiento debe individualizarse sobre la base de una evaluacién completa del
riesgo de recaida, la aptitud del paciente, la idoneidad de un donante adecuado y la

preferencia del paciente (Short et al., 2018).

La quimioterapia de consolidacion con un régimen basado en citarabina es la
atencion estandar para los pacientes que alcanzan la RC después de la
guimioterapia de induccion y en quienes no se recomienda el allo-HSCT. La adicion
de otros medicamentos al régimen de citarabina para la consolidacién también
podria ser beneficiosa en algunos subgrupos de AML. Por ejemplo: midostaurina o
clofarabina (analogo de nucledsido de purina a la citarabina). Después de la
guimioterapia de consolidacién, no se ha establecido ningun papel para el
mantenimiento adicional en el tratamiento de la AML. Sin embargo, se estan
investigando varias estrategias de mantenimiento, como medicamentos dirigidos y
enfoques inmunes. Generalmente se administran cuatro ciclos de consolidacion,
aunque el numero 6ptimo de ciclos de consolidacion no se ha establecido
firmemente. Con este régimen de consolidacion de dosis altas de citarabina, se ha
logrado una supervivencia a largo plazo de aproximadamente el 50% en pacientes
menores de 60 afios que logran la RC con quimioterapia de induccion. Los pacientes
mayores (=260 afos) tienen menos probabilidades de beneficiarse o tolerar la
citarabina intensiva, excepto quizas la pequefia proporcion de aquellos con
citogenética de riesgo favorable (Tabla 11) (Short et al., 2018). Estudios in vitro y
preclinicos con agentes novedosos en combinacion con medicamentos
quimioterapéuticos estandar podran allanar el camino a la introduccion de agentes
prometedores que ayudarian a personalizar la terapia para pacientes con AML

(Ilangesearan et al., 2019).
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Tabla 11. Tratamiento actual convencional para pacientes con AML.

Terapia

Pacientes de 16-60 afios

Pacientes >60 afios

Pacientes de 16-60 afos

Régimen

Terapia de induccion

3 dias una antraciclina via intravenosa
(daunorrubicina 60mg/m? o mitoxantrona
10-12 mg/m?) y 7 dias de una infusion
continua de citarabina (100-200 mg/m?)
(régimen “7+3”) en 1 o 2 ciclos® 2.

Para pacientes con riesgo citogenético
favorable y riesgo citogenético intermedio,
la terapia de induccidn es la misma que los
pacientes jévenes, y una reduccion de las
dosis puede ser considerada
individualmente, dependiendo del
paciente. Regularmente, se da un solo
ciclo de dosis?®.

Terapia de consolidacién

Pacientes con un riesgo citogenético
favorable (de acuerdo con la ELN) pueden
recibir de 2-4 ciclos de dosis intermedias
de citarabina  (1000-1500  mg/m?
intravenosa en los dias 1-6); para
pacientes con riesgo intermedio o

Comentarios

Una induccién secundaria es comunmente
usada en pacientes solamente con
remision parcial

Pacientes con riesgo citogenético
adverso, coexisten condiciones, ya que
existen condiciones para la terapia de
induccion

Allo-HSCT puede ser considerado en
lugar de la quimioterapia de consolidacion
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Pacientes >60 afios

Para pacientes que son elegibles para
recibir una terapia intensiva

adverso, al allo-HSCT puede ser
fuertemente considerada; si no es posible,
una terapia de consolidacién puede ser
administrada como anteriormente se
administraba, y una combinacién de
quimioterapia (p. e€j. Mitoxantrona-
citarabina) que puede ser superior para los
pacientes con riesgo adverso.

Pacientes con un riesgo genético
favorable (de acuerdo con la ELN) poco
comin y no coexisten condiciones
favorables, deben recibir de 2-3 ciclos de
dosis intermedias de citarabina (500-1000
mg/m? intravenosa, cada 12hr en los dias
1-3 0 500-1000 mg/m? intravenosa, cada
12hr en los dias 1-6).

Allo-HSCT

Solo para pacientes con riesgo favorable o
riesgo intermedio, no con riesgo adverso:
bajas dosis de citarabina (20 mg cada 12
h, subcutaneo, en los dias 1-10, cada 4
semanas; hasta haber progresion.)

Agentes hipometilantes: decitabina 20
mg/m?, intravenosa en los dias 1-5 por 4
semanas, hasta haber progresion;
azacitadina 75 mg/m?, subcutaneo, en los

para pacientes seleccionados que no han
tenido una RC y poseen un alto riesgo

Para pacientes con riesgo genético
desfavorable, y que coexisten
condiciones, sin evaluar la terapia de
consolidaciéon intensiva establecida, una
terapia para estos pacientes debe ser
investigada.

La determinacion del tratamiento elegible
se basa en condiciones anteriormente
evaluadas, complicaciones recientes,
estado y eleccion del paciente
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Terapia para pacientes que recayeron
con AML o unainduccidn primaria

Pacientes para quienes la terapia de
rescate intensiva se considera
adecuada

dias 1-7 cada 4 semanas, hasta haber
progresion.

Considere una investigacion para la
terapia adecuada en todos los pacientes.

Mejor tratamiento de apoyo en pacientes
que no reciben con seguridad alguna
terapia antileucémica.

Régimen convencional de tratamiento
intensivo: citarabina (1000-1500 mg/m?,
intravenosa cada 12 h, en los dias 1-3
(500-1000 mg/m? en pacientes >60 afios);
o 1000-1500 mg/m?, intravenosa en los
dias 1-6 (500-1000 mg/m?, en pacientes
>60 afos); con o sin daunorrubicina de 45-
60 mg/m?,intravenosa los dias 1-3; o
mitoxantrona 8-10 mg/m?,intravenosa los
dias 1-3.

Edad avanzada, estado general de salud
pobre, refractariedad primaria o baja
duracién de la RC (<6 meses), factores
genéticos adversos y el allo-HSCT son
factores de mayor riesgo.
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MEC: Mitoxantrona 8 mg/m?, en los dias 1-
5; etopdsido 100 mg/m?, en los dias 1-5;
citarabina 1000 mg/m?, en los dias 1-5

FLAG-IDA: Fludarabina 30 mg/m?,
intravenosa, en los dias 1-5 (20 mg/m?, en
pacientes >60 afios); citarabina 1500
mg/m?, (500-1000 mg/m?, en pacientes
>60 afos) intravenosa, 4 horas después
de la infusion de la fludarabina, en los dias
1-5; idiarrubicina 8 mg/m?,, intravenosa, en
los dias 3-5; con G-CSF 5 ug/Kg,
subcutaneo, al dia 6, hasta que el conteo
de células blancas sea >1 g/L.

Consideracion de reduccion de dosis en
pacientes, en particular, en pacientes
mayores (>60 afos) y en pacientes con
recaida después de allo-HSCT.

Allo-HSCT para pacientes con RC; este
trasplante conduce a una mejor reduccion,
pero no a la auténtica RC, se considera la
reinduccién (dosis reducidas) y la
intensidad se reduce dependiendo del
paciente y de las allo-HSCT.

Pacientes para quienes la terapiade  Bajos regimenes de intensidad, tales como, bajas dosis de citarabina, agentes
rescate intensiva no se considera hipometilantes, o para un soporte (incluye hydroxiurea); con la finalidad de preservar
adecuada una calidad de vida mejor.

Tomado de Dohner et al., 2015; Bradstock et al., 2005; Schwarer et al., 20182; Sekeres et al., 2020°.




Aunque la tasa general de supervivencia a 5 afios de los pacientes con AML mejoré
mediante la aplicacion de la quimioterapia estandar, la supervivencia a largo plazo
de los pacientes con AML se alcanza solo en el 35-45% de los menores de 60 afios
y en el 10-15% de los mayores de 60 afios. Sin terapia, esta enfermedad conduce
a la muerte del paciente en unas pocas semanas (Saultz y Garzon, 2016; Behrmann
et al, 2018; Short et al., 2018). En nuestro pais, se informo que la mortalidad durante
las primeras 6 semanas de tratamiento fue del 10% en pacientes menores de 60
afnos y del 24% en pacientes mayores de 60 afios. También entre nuestra poblacion,
el 86.4% de los pacientes que se sometieron a quimioterapia intensiva tenian <60
afios y, por lo tanto, teniendo en cuenta estos datos, la mortalidad general
relacionada con la induccion que observamos en nuestra poblacion (17.8%) es
considerablemente alta (Demichelis-Gomez et al 2020). En un estudio realizado por
Lancet y colaboradores en 2018; Se puso a prueba la eficacia de la terapia de
induccién tradicional “7+3” contra CPX-351 (El liposoma CPX-351 encapsula la
citarabina y la daunorrubicina en una proporcion sinérgica de farmacos molares en
una proporcién 5:1, respectivamente, que se mantiene en el plasma humano
durante 24 horas después de su administracion (Kolitz et al., 2019)). Este
tratamiento novedoso mostré una SG a corto plazo de 9.56 meses para CPX-351
vs. 5.95 meses para “7+3” y las estimaciones Kapplan-Meier de SG a 1 afio fueron
de 41.5% para CPX-351 vs. 27.6% para “7+3” y a 2 afios fue de 31.1% y 12.3%
respectivamente, asi mismo, CPX-351 mostr6 tener una tasa de eventos adversos
mas bajo que “7+3” sugiriendo que CPX-351 puede tener un perfil de toxicidad
general “mas” favorable que la terapia de induccidn tradicional; sin embargo, a largo
plazo, se mostré que el régimen “7 + 3” mostraba una SG mas prolongada (31
meses) que en comparacion con CPX-351 (26.5 meses) (Lancet et al., 2018). A
pesar de las multiples alternativas que los pacientes tienen a su disposicién, se ha
informado que estos farmacos contienen efectos hepato- y cardiotéxicos, provocan
mielosupresion y sindrome de lisis tumoral (Hwang et al., 2019). Por lo tanto, existe
una necesidad urgente de tratamiento dirigido de baja intensidad para mejorar la
supervivencia de los pacientes con AML (Behrmann et al., 2018) con la posibilidad

de bajar la citotoxicidad en las células normales.
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5.3. CASEINAS Y CASEINATO DE SODIO

La leche es una mezcla heterogénea de secrecion lactea de numerosos
componentes (carbohidratos como oligosacaridos, lipidos como acido graso
poliinsaturado de cadena larga, microbiota especifico de la leche, etc.) que exhiben
una amplia variedad de actividades quimicas y funcionales (Gill et al., 2000). La
leche bovina, la mas frecuentemente consumida, esta constituida por 3,6 % de
proteinas, 4,1 % de grasas, 5,0 % de carbohidratos, menos de 1 % de vitaminas y
minerales y 86,6 % de agua (Kon, 1977). Las proteinas de la leche pueden
clasificarse ampliamente en 3 categorias: caseinas, proteinas de suero y mucinas
(Johnsen et al., 1995); de éstas, la caseina es el principal componente (80 %) y esta
presente en forma de micelas, particulas esféricas de dimensiéon no uniforme
(Walstra y Jenner, 1984). La micela de la caseina esta compuesta por cuatro
subunidades polipeptidicas denominadas caseinas as1-, as2-, B- y k- caseina
(Warner, 1976; Hall, 1971). Ademas, tiene su forma de sal: caseinato de sodio (CS)
gue posee una importante aplicacion en la industria alimentaria (Warner, 1976;
Walstra y Jenner, 1984). La caseina es insoluble en agua, sin embargo, al ser diluida
en un alcali a pH 6.6 origina ciertos preparados solubles llamados caseinatos. EI CS
es producto de la disolucién de la caseina en una solucién de hidréxido de sodio
seguido de evaporacion hasta que la humedad se reduce a un 4%; tras lo cual se
obtiene un polvo blanco o incoloro, soluble en agua y sin sabor con 65% de

proteinas (Walstra y Jenner, 1984).
5.3.1. CASEINAS Y LEUCEMIA

En diversas publicaciones se ha sugerido que la caseina, o que algunos de sus
componentes, producto de su digestion enzimética, pudiera ser una biomolécula
reguladora de la hematopoyesis mas alla del aporte de aminoacidos para la dieta
humana (Santiago-Osorio et al., 2010). El CS fue usado hace mas de 30 afios para
producir una respuesta inflamatoria en la cavidad peritoneal de raton (Lotem y
Sachs, 1983). Posteriormente algunos factores de crecimiento que incluian M-CSF,
G-CSF y GM-CSF fueron detectados en altas concentraciones en ratones tratados

con caseinas o CS (Lotem and Sach, 1985; Metcalf et al., 1996). Nuestro equipo de
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trabajo considera el efecto de la caseina y sus componentes en la modulacion de la

proliferacion y diferenciacion in vitro, asi como su papel in vivo en la sobrevida de

ratones en modelos de leucemia temprana (Tabla 12).

Tabla 12. Efectos de la caseina, sus componentes y el CS en la modulacion de
células normales y leucémicas

In vitro

El CS reduce la proliferacion e induce
diferenciacién hacia el linaje monocito-
macréfago en la linea células 32Dcl3 en
presencia de IL-3 (Ramos-Mandujano et al.
2004).

CS y a-caseina inducen la sintesis de
proteina M-CSF y TNF- a, Las células 32D
y WEHI-3 son inducidas para expresar
TGF-B por la a, B y k-caseina, pero en
mayor proporcion por el CS (Ledesma-
Martinez et al., 2005).

Se revelo que el CS inhibe la proliferacién
celular de la linea celular 32Dcl3 en dosis
de 0.1 mg/ML y k-caseina con una dosis de
0.5mg/ML en WEHI-3 sin afectar la
viabilidad celular de ambas lineas (90%)
(Ramos-Mandujano et al., 2008).

El CS y sus subunidades q, B y k-caseina
induce la diferenciacion celular a
monocitos/macrofagos en 32Dcl3, pero no
en WEHI-3, en presencia de 0.1 mg/ml
(Ramos-Mandujano et al., 2008).

El CS y sus subunidades inducen a la
expresion de mRNA de M-CSF y M-CSFR
en 32Dcl3, Pero en WEHI-3 solo CS y a-
caseina induce la secreciéon de M-CSF y
todas inducen la expresién en membrana
del receptor del M-CSF (Ramos-
Mandujano et al., 2008).

In vivo

El CS incrementa el % de precursores
mieloides y granulocitos segmentados y se
observo un decremento en la poblacién de
linfocitos en MO de raton (Dominguez-
Meléndez et al., 2012).

El CSinduce proliferacién de células de MO
a través de la incorporacion de BrdU en las
CMN de MO de ratones tratados con CS
(Dominguez-Meléndez et al., 2012).

Se genero un modelo de leucemia en raton
con células WEHI-3, el CS inoculado i. p.
redujo notablemente la hepatomegalia y la
presencia de tumores sélidos, ademas de
que la tasa de sobrevida fue del 40%
después de 40 dias en comparacion de los
no tratados (dia 28) (Ledesma-Martinez et
al., 2012).

Se desarrollé un modelo de ratén (BALB/c
4y Q) con células leucémicas J774. Se
descubrié que estas células causan en el
organismo del ratén esplenomegalia,
hepatomegalia y tumores sélidos (Cérdova-
Galaviz et al., 2014).

El tratamiento con CS redujo la
esplenomegalia, la hepatomegalia y los
tumores solidos, sobreviviendo hasta 160
dias + con 60% de hembras y 50% de
machos y el cultivo in vitro demostré que
CMN de MO no son capaces de vivir si
rmiL-3 (Cérdova-Galaviz et al., 2014).
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El CS induce la diferenciacion de células en
banda a neutrdfilos polimorfonucleares en
un 48% en 24 h y un 59% en 48 h
(Santiago-Osorio et al., 2009).

El CS provoca que los neutrdfilos secreten
M-CSF, a diferencia de rhG-CSF que
provoca solo la secrecion de G-CSF
(Santiago-Osorio et al., 2009).

El CS induce la proliferacion y activacion de
granulocitos e incrementa la concentracion
en suero de citocinas como G-CSF, M-CSF
y GM-CSF (Dominguez-Meléndez et al.,
2012).

La caseina redujo la actividad metabdlica
en un 75% e indujo la muerte celular en las
células WEHI-3 en un <90%, pero no afecto
la viabilidad de las CMN (Ledesma-
Martinez et al., 2012).

La caseina induce a la fragmentacién de
ADN de las células leucémicas WEHI-3
pero no en las CMN de MO normales, en
una concentracion de 2 mg/mL (Ledesma-
Martinez et al., 2012)

El CS incrementa el conteo de CMN de
sangre periférica de ratones BALB/c similar
a Plerixafor y se demostr6 que el CS
moviliza mas células LSK en comparacion
de Plerixafor (0.5% VS. 0.3
respectivamente) (Santiago-Osorio et al.,
2015).

El CS provoco una mayor sobrevivencia de
ratones irradiados letalmente debido a que
puede movilizar mas CMN de MO
injertadas en comparacién con Plerixafor
(CS hizo sobrevivir el 40% de ratones en 20
semanas en comparaciéon con el 10% de
ratones en 19 semanas con Plerixafor)
después de este tiempo, estas células
lograron formar colonias de granulocitos,
macrofagos, eritroides, granulocito-
macrofago y mixtas (Santiago-Osorio et al.,
2015).

La inyeccion i. p. de CS disminuyé el % de
células correspondientes al linaje linfoide
en MO (11.33+1.15 de CS vs. 18.66+2.08),
asi como la incorporaciéon de BrdU
(32.03+2.64 vs. 50.33+4.50 de vehiculo)
(Dominguez-Meléndez et al., 2017).

El tratamiento i. p. con CS aumenté el % de
células correspondientes al linaje mieloide
en el bazo (89.01+1.03 de CS vs.
75.66+2.08 de vehiculo), asi como su
incorporacion de BrdU (34.59+4.48 de CS
vs. 11.824+1.04 de vehiculo) (Dominguez-
Meléndez et al., 2017).

Se evalu6 la concentracion de suero de
ratones tratados con CS y vehiculo y se
demostré que la concentracion de IL-2, IL-
7 e IL-15 (citocinas clave en la linfopoyesis
B de ratén) aumento considerablemente en
los tratados con CS que en los vehiculos
(62.1+17.5 vs. 26.9+4.4 respectivamente)
(Dominguez-Meléndez et al., 2017).
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La caseina redujo en un >40% la
proliferacién de células WEHI-3 e indujo la
proliferacion de CMN de MO en un 50%>
en una concentracion de 2 mg/mL
(Ledesma-Martinez et al., 2012)

El CS induce la proliferacion celular del
linaje granulocitico (Dominguez-Meléndez
etal.,, 2012).

Un ensayo ELISA revel6 que los niveles de
G-CSF y GM-CSF aumentaron en el suero
de ratones tratados con CS (Dominguez-
Meléndez et al., 2012).

Se demostré que las células tratadas con
CS tienen un indice fagocitico mas alto que
ratones control en granulocitos / neutrofilos
(Dominguez-Meléndez et al., 2012).

El CS inhibe la proliferacion a [1] y [2]
mg/ML sin afectar la viabilidad celular de la
linea celular leucémica J774 e induce una
diferenciacion de macréfagos (Cordova-
Galaviz et al., 2014).

Después de 48 h, el CS a [2] mg/ML, inhibe
la proliferacion de J774 y a 120 h
decrementa su viabilidad en comparacién
con Ara-C (Cordova-Galaviz et al., 2014).

ElI CS y las caseinas a y k a [0.5] mg/mL y
la B-caseina a [0.1] mg/ML, bloquean la
proliferacion celular de 32Dcl3, sin afectar
la viabilidad celular y esta inhibicién fue
provocada por TNF- a (Weiss-Steider et al.,
2019)

Ratones leucémicos inducidos con WEHI-3
tratados con dosis de 1, 2 y 4 g/Kg de peso
de raton fueron tratados cada 48 h via i.p.
usando las dosis clinicas de AML (3 mg/Kg
para cita y 0.5 mg/Kg para dauno). Se
demostré asi que las dosis mas exitosas
fueron: 2 mg/Kg de CS con 20% de la
poblacion para el dia 38, 3 mg/Kg para cita
con el 10% de la poblacion para el dia 38 y
0.5 mg/Kg de dauno con el 40% de la
poblacién para el dia 40 (Meléndez-lbarra,
2019).
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Se demostré que la ICso de cita, daunoy CS
en la linea celular WEHI-3 fue de:
17.8pg/mL para cita, 5.7 ng/mL para dauno
y 1.85 mg/mL para CS y para la ICzs de cita,
dauno y CS fueron: 8.9 yg/mL para cita,
2.85 ng/mL para daunoy 0.925 mg/mL para
CS (Meléndez-lbarra, 2019).

Las combinaciones de ICy;s de CS-cita y
CS-dauno poseen un efecto sinérgico en la
inhibicion de células leucémicas WEHI-3,
igualando la combinacién cita-dauno que
inhibi6 el 70% de esta linea celular
(Meléndez-lbarra, 2019).

Sobre CMN de MO de ratones sanos, se
estimularon a las concentraciones de ICsp €
IC,s anteriormente mencionadas, se
demostr6 que las ICso e IC;s de CS
aumentaron su proliferacién en mas del 60
% en comparacion con el control, mientras
gue la combinacion cita-dauno disminuye
su proliferacion (Meléndez-lbarra, 2019).

La B-caseina influencia a los linfocitos B via
TLR4 y linfocitos T CD8+ a la produccién
de histamina, IL-2 e IL-7 (Ledesma-
Martinez et al., 2020).

De acuerdo con Ledesma-Martinez en 2013, se establecié un modelo de leucemia
de ratones BALB/c, los cuales, inocularon via i.p. a 1.0x10°, 2.5x10°%, 5.0x10° y
1.0x108 células WEHI-3 / 500 pL y se dio un seguimiento para la sobrevida por 40
dias, evidenciando que a 1.0x10° se induce a la muerte antes de los 25 dias y se
requieren 10 dias mas para conseguir la misma mortalidad con las inoculaciones
restantes, pero se decidi6 que a 2.5x10° células WEHI-3 fuese el tamafio de indculo

para inducir el modelo de leucemia en ensayos posteriores.

Gidali et al. mostraron que células extraidas de la MO de ratones inoculados con
células WEHI-3, son capaces de proliferar in vitro en ausencia de factores de
crecimiento (como IL-3) (Gidali et al., 2001). A partir del modelo establecido,
Ledesma-Martinez inocul6 via i.p. dos grupos de ratones con 2.5x10° células WEHI-
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3 o0 solo vehiculo (PBS) y a los dias 1, 2, 3 y 10, se obtuvieron células
mononucleares de MO (CMN-MO) de un ratdon de cada grupo, respectivamente.
Estas células se cultivaron por 120 h en ausencia y presencia de 5 ng/mL de rmiL-
3 y se analizé la proliferacion, evidenciando que tanto las CMN-MO con solo
vehiculo y las CMN-MO con células WEHI-3 a los dias 1, 2 y 3, necesitan de la
adicion de rm-IL-3 para proliferar, pero si éstas Ultimas, son extraidas 10 dias
después, son capaces de proliferar en ausencia de rmiIL-3 (Figura 7) (Ledesma-
Martinez, 2013).

m PBS = rmlL3
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0,75 1 =~ T T T -
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Figura 7. Proliferacion de CMN de MO de ratones inoculados o no, con células WEHI-3 en
ausencia o presencia de 5 ng/mL de rmIL-3 (PBS o rmlL-3 respectivamente). Cada punto
representa la media +/- desviacion estandar de al menos 3 ensayos independientes. Significancia
estadistica *p<0.05 en el ANOVA Dunnet. Tomado de Ledesma-Martinez, 2013.

Posteriormente, ratones leucémicos fueron tratados via i.p. cada 48 h con las dosis
individuales mas exitosas (véase tabla 12) (2 g/Kg para CSso, 3 mg/Kg para citasoy
0.5 mg/Kg para daunosp) 0 estas, pero combinadas (CSso-citaso, CSso-daunoso y
citaso-daunoso) manejando seis grupos, mas un control sano, un control WEHI-3 sin
tratamiento y un control WEHI-3 tratado con solo vehiculo (PBS). Se evidencié que
citaso, vehiculo y control WEHI-3 tienen una curva de supervivencia similar, pero no
mas de 38 dias, la de CSso 0 daunoso es de 44 y 48 dias respectivamente, sin
embargo, las combinaciones alcanzaron supervivencia mas prolongada; citaso-

daunoso tiene una sobrevida del 41% a los 40 dias y de 0% a los 50 dias; CSso-citaso
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induce una sobrevida del 40% a los 40 dias y se mantiene el 10% por mas de 70
dias; finalmente, CSso-daunoso mostro una supervivencia del 85% a los 50 dias y el
20% a los 70 dias (Figura 8) (Meléndez-lbarra, 2019).

Funciones de supervivencia

tratamiento
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Figura 8. Supervivencia de ratones leucémicos inducidos con WEHI-3 tratados con
daunorrubicina, citarabina o CS solos 0 combinados. Analisis de Kaplan Meier. Tomado de
Meléndez-Ibarra, 2019.

Asi mismo, a los 30 dias de tratamiento, posterior a la induccién de células WEHI-
3, se sacrific6 un raton de cada tratamiento para evaluar si las CMN-MO
presentaban células proliferantes en ausencia de rmiL-3, Después de 120 h de
cultivo en los tratamientos individuales como en los tratamientos combinados,
proliferan en ausencia de IL-3, revelando asi presencia de células leucémicas, sin
embargo, en el tratamiento citaso-daunoso no proliferaron ain con la adicion de rmiL-
3 indicando dafio en la MO (Figura 9). Para los 60 dias postratamiento se realizo el
mismo procedimiento con los grupos sobrevivientes (CSso-citaso y CSso-daunoso).
En ninguno de los dos grupos se observo células auto proliferantes, pero la adicion
de rmlIL-3, a los cultivos de MO tratados con CSso-daunoso promovio la proliferacion,

sin embargo, en el tratamiento de CSso-citaso las células no proliferan atn con rmiL-
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3, sefal de dafio a la MO (Figura 10) (Meléndez-lbarra, 2019). En este trabajo se
analiza si dichas combinaciones (CSso-citaso 0 CSso-daunoso) son efectivas en la

erradicacion de la leucemia en un modelo de ratén con leucemia avanzada.

RATONES LEUCEMICOS 30 DIAS POST INDUCCION
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SINIL-3 ~ CONIL-3
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Figura 9. Proliferacion de CMN de ratones leucémicos a los 30 dias post induccién y tratamientos
en ausencia o presencia de rmiL-3. Cultivados durante 120 h y evaluados por la técnica de cristal
violeta. Significancia estadistica *p<0.05 respecto al control sano con rmiIL-3 en la prueba de
Tukey. Tomado de Meléndez-lbarra, 2019.
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Figura 10. Proliferacion de CMN de ratones leucémicos a los 60 dias post induccion vy
tratamientos en ausencia o presencia de rmiL-3. Cultivados durante 120 h y evaluados por la
técnica de cristal violeta. Significancia estadistica *p<0.05 respecto al control sano con rmlL-3 en
la prueba de Tukey. Tomado de Meléndez-lbarra, 2019.
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6. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La administracion de CS a ratones leucémicos prolonga la sobrevida hasta en un
40% y atenua las manifestaciones de la enfermedad, pero, sin eliminar a las células
auto proliferantes de la MO en ratones sobrevivientes (Cordova-Galaviz et al., 2014,
Ledesma-Martinez et al., 2012). Recientemente se mostro, que el CS en
combinacion con daunorrubicina, proporcionan un efecto sinérgico, que elimina las
células auto proliferantes de la MO de ratones con leucemia temprana a los 60 dias
posteriores al tratamiento (Meléndez-lbarra, 2019). Sin embargo, no se sabe si esta
combinacion proporciona el mismo efecto sinérgico en un modelo de raton con

células auto proliferantes instaladas en MO como modelo de leucemia avanzada.

67



7. JUSTIFICACION

La AML es una enfermedad de mayor prevalencia en adultos mayores y que a pesar
de los avanzados tratamientos, sigue teniendo una tasa de sobrevivencia del 40%
en adultos jovenes y de solo 10% en adultos mayores (D6hner et al., 2015; Bray et
al., 2018). Por lo que es necesario ofrecer nuevas alternativas de tratamiento.
Recientemente se mostré que el CS en combinacién con daunorrubicina, o
citarabina eliminan a las células auto proliferantes de la MO de ratones leucémicos
tempranamente tratados. Los pacientes con leucemia generalmente llegan con
sintomas a causa de una leucemia avanzada; y, a pesar de las multiples alternativas
gue los pacientes tienen a su disposicion, se ha informado que los diferentes
farmacos contienen efectos hepato- y cardiotoxicos, provocan mielosupresion y
sindrome de lisis tumoral (Hwang et al., 2019). Si se muestra que la combinacién
de CS-citarabina o CS-daunorubicina también lo hace en ratones con leucemia
avanzada, se daradn nuevas evidencias del valor de esta combinacion para la
erradicacion de la leucemia esperando en un futuro pueda ser de gran valor clinico

gue permita prolongar la tasa de sobrevivencia de los pacientes.
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8. HIPOTESIS

La administracion combinada de CS con citarabina o daunorrubicina en un modelo
de ratdn con leucemia temprana, elimina a las células auto proliferantes de la MO
de los ratones sobrevivientes a los 60 dias postratamiento, parametro que implica
una posible cura para la AML, por lo anterior, la administracion combinada de CS
con citarabina o daunorrubicina en ratones con leucemia avanzada inoculados con
células WEHI-3 promovera la eliminacion de células leucémicas auto proliferantes

de la MO de los ratones sobrevivientes a los 60 dias postratamiento.
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9. OBJETIVOS
9.1. GENERAL

Evaluar el efecto antileucémico de CS en combinacibn con citarabina o

daunorrubicina en ratones con leucemia avanzada inoculados con células WEHI-3.

9.2. PARTICULARES

1. Establecer el tiempo en el que se detectan células con crecimiento autbnomo,
provenientes de MO de ratones inoculados con WEHI-3 como modelo de
leucemia avanzada

2. Evaluar la eficacia del tratamiento combinado con CS-citarabina o CS-
daunorrubicina para inducir sobrevivencia en ratones con leucemia avanzada

3. Evaluar si la administracion combinada de CS-citarabina o CS-
daunorrubicina en ratones leucémicos sobrevivientes a leucemia avanzada,

carecen de células auto proliferantes
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10. MATERIALES Y METODO

Cultivo de lineas celulares
Para este trabajo se empleé la linea de leucemia mielomonocitica WEHI-3 de ratén
de la ATTC (American Type Culture Collection). Las células se cultivaron en medio
de cultivo IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’'s Medium Gibco BRL, USA)
suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) (GIBCO BRL, USA) y 1.5 uM
de B-Mercaptoetanol (Sigma-Aldrich, St Louis, Mo.) a una densidad de 2 x 104

células/mL a 37°C y 5% de CO: con una expansion cada 48 h.

Animales
El procedimiento que involucra animales se realizé de acuerdo con la norma oficial
mexicana NOM-062-ZO0-1999 de especificaciones técnicas para la produccion,
cuidado y uso de los animales de laboratorio y la Guidelines For The Welfare and
Use of Animals in Cancer Research. Se usaron ratones macho BALB/c de 8 a 12
semanas en condiciones libres de patdgenos y alimentados con una dieta estandar
de laboratorio, mantenidos con 12 h luz y 12 h oscuridad bajo temperatura
controlada. Se alojaron en las instalaciones del bioterio de la Facultad de Estudios

Superiores Zaragoza, Universidad Nacional Autonoma de México.

Desarrollo de un modelo de leucemia avanzada en ratones
BALB/c inducido con células WEHI-3
En dos experimentos independientes, con doce ratones BALB/c cada uno, fueron
trasplantados i.p. con 2.5x10° células leucémicas WEHI-3 (con una viabilidad del
95%) en 200 ul de PBS (solucion estabilizadora de fosfatos) con 3% de SFB,

mismas que provienen de la misma cepa.
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Cultivo de células mononucleadas de médula 6sea (CMN-MO)
Doce ratones de la cepa BALB/c fueron trasplantados i.p. con 2.5x10° células
leucémicas WEHI-3 y posterior al trasplante, tres ratones fueron sacrificados por
dislocacion cervical alos 0, 3, 6 y 9 dias, en cada tiempo. Los fémures se obtuvieron
en condiciones estériles y se arrastraron las células totales de MO, haciendo fluir
IMDM (Gibco BRL, USA) suplementado con 10% de SFB (Gibco, USA).
Posteriormente se separaron las CMN-MO mediante un gradiente de densidad
(Histopack densidad=1.077 g mL -1) (Sigma, St Louis, M), y por ultimo se realizé un
cultivo de las células en IMDM suplementado con 15% de SFB (Gibco BRL, USA),
5% de suero equino e interleucina-3 recombinante de raton (rmlIL-3) en placas de
96 pozos (Corning NY, USA). En el tiempo que se detectaron células auto
proliferantes en MO, en ausencia de rmlL-3, se consideraron como modelos de

leucemia avanzada.

Deteccion de células auto proliferantes provenientes de MO
CMN-MO de ratones inoculados o no con células leucémicas WEHI-3, se obtuvieron
como se indica previamente, cultivindose a una densidad de 1x10° en ausencia o
presencia de rmlL-3 como factor de crecimiento para revelar la presencia de células

malignas auto proliferantes.

Evaluaciéon de la proliferacion celular mediante la técnica de
cristal violeta

El cultivo se mantuvo por 120 horas para las células mononucleadas de MO de
raton. Después del tiempo de incubacion, la proliferacién celular se evalué mediante
la técnica de cristal violeta modificada por Kueng (1989) y originalmente propuesta
por Gillies et al. (1986). Las células se fijaron con glutaraldehido al 1% durante una
hora, posteriormente se adiciono la solucion de cristal violeta al 1.1%, agitando por
diez minutos y se retir0 el exceso de colorante con agua destilada; inmediatamente
se agregaron 50 mL de &cido acético al 10% agitando durante 20 min, para
solubilizar el colorante. La densidad 6ptica de las células se evalu6é a 570 nm en un
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espectrofotometro de placas (SpectraTecan Image, Austria), y los datos obtenidos

fueron graficados.

Tratamiento de ratones con leucemia avanzada
El CS (Spectrum USA) se solubilizé en PBS vy esterilizé por autoclave, preparando
una solucién patrén de 100 mg/mL. Por otro lado, se realizaron diluciones en PBS
de B-D-arabinofuranosil citosina Numero CAS: 147-94-4 (Sigma-Aldrich, St Louis,
Mo) y clorhidrato de daunorrubicina Numero CAS: 23541-50-6 (Sigma Aldrich) en

funcién de las concentraciones de uso.

Evaluacion de la supervivencia
En dos experimentos independientes, se tomd el modelo de ratén con leucemia
avanzada y se construyeron doce grupos experimentales con una n=4 cada uno
como sigue: Control sano, Control +WEHI-3, Control+Vehiculo (PBS) + WEHI-3,
Citazs + WEHI-3, Citaso + WEHI-3, Daunozs + WEHI-3, Daunosp + WEHI-3, CSzs +
WEHI-3, CSso + WEHI-3, CSso-Citaso + WEHI-3, CSso-Daunoso + WEHI-3 y Citaso-
Daunoso + WEHI-3. Se registraron los decesos cada 24 h y se graficaron por un
analisis de Kaplan-Meier. En el dia namero 30 y 60 de tratamiento, un individuo de

cada condicion se sacrifico para extraer fémur y recuperacion de células de MO.

Cultivo de células mononucleadas de médula ésea (CMN-MO)

in vivo
Ratones BALB/c con leucemia avanzada tratados durante 30 y 60 dias fueron
sacrificados por dislocacion cervical conforme a la NOM-062-ZO0O-1999,
posteriormente se obtuvieron ambos fémures. La epifisis fue perforada y haciendo
fluir medio IMDM suplementado con 10 % de SFB se extrajeron las células totales
de la MO. Posteriormente, se aislaron las células mononucleadas mediante
gradiente de densidad empleando hystopaque (densidad=1.077 g/mL) (Sigma-
Aldrich, St Louis, Mo). Llevandolas a un cultivo in vitro en placas de 96 pozos, en

ausencia y presencia de rmiL-3 como factor de crecimiento exdgeno y la
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proliferacion se evalu6 a las 120 h por el procedimiento de cristal violeta indicado

anteriormente.

Analisis de datos
Todos los bioensayos se realizaron tres veces de manera independiente por
cuadriplicado (en este caso, para las placas de 96 pozos). Los datos se presentaron
como media desviacion estandar y para determinar la diferencia significativa se
aplicara un analisis de varianza (ANOVA), con la prueba de Tukey (p<0.05) para
obtener la diferencia significativa empleando el paquete estadistico SAS version 9.0
(SAS Institute Inc., USA).
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11. RESULTADOS

LAS CELULAS LEUCEMICAS WEHI-3 LOGRAN ESTABLECERSE
EN MO DESDE LOS 6 DIAS POST INOCULO
Se propuso establecer un modelo de leucemia aguda avanzada con células WEHI-
3, para ello, se formaron cuatro grupos de tres ratones cada uno, todos inoculados
con WEHI-3. Se obtuvieron células mononucleadas de MO de raton a los 0
(Contral), 3, 6 y 9 dias de inoculacion con WEHI-3, mismas que fueron cultivadas
en presencia o no de rmlL-3 con el principio de ver si se encontraban ya establecidas

las células auto proliferantes en la MO como indicativo de leucemia avanzada.

Para revelar si nuestro modelo de raton BALB/c desarroll6 AML avanzada, los
cultivos se mantuvieron 120 h; pasado ese tiempo se observaron in situ (Figura 11).
Y se evaluo la proliferacion celular por la técnica de cristal violeta; encontrando asi,
gue para los dias 0 y 3 en presencia de rmlIL-3 hay evidencia de proliferacion celular,
mientras que, en ausencia de rmiIL-3 no. Para el dia 6 se revela que existe un 3%
de proliferacion celular en ausencia de rmiL-3, probando asi su establecimiento
dentro de la MO y para el dia 9 esta proliferacion es innegable con el 10% (Figura
12).
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Figura 11. Vista de células EN CULTIVO a los dias 0, 3, 6 y 9 dias post in6culo en ausenciay presenciade rmiL-3 a
las 120 h a 40x

Dia Con rmiL-3 Sin rmiL-3

wr-—0

wr-—0
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CULTIVO DE CELULAS DE MO RATON LEUCEMICO
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Figura 12. Ensayo de porcentaje de proliferacion celular. Porcentaje de proliferacion de células
WEHI-3 en MO de raton BALB/c a los 0, 3, 6 y 9 dias posteriores del in6culo i.p. Cultivados
durante 120 h en ausencia o presencia de rmlL-3 y evaluados por la técnica de cristal violeta.
Significancia estadistica * p<0.05 respecto al control (0 dias) sin rmIL-3 en la prueba de Tukey.
i.p.: intraperitoneal, rmiL-3: Interleucina-3 recombinante de raton.
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RATONES CON LEUCEMIA AVANZADA TRATADOS CON
DIFERENTES DOSIS DE CS, CITARABINA O DAUNORRUBICINA
SOBREVIVEN MAS DIAS QUE SIN TRATAMIENTO

COMPUESTOS INDIVIDUALES

Ratones leucémicos inoculados via i.p. y dejados 10 dias para el desarrollo de la
enfermedad, fueron tratados via i.p. cada 48 h con las LDso individuales mas
exitosas de ensayos anteriores (2 g/Kg CS, 3 mg/Kg Cita y 0.5 mg/Kg Dauno)
(Meléndez-lbarra, 2019) y a éstas se afiadieron 3 grupos mas con las LD2s del
ensayo anterior (1 g/Kg CS, 1.5 mg/Kg Cita y 0.25 mg/Kg Dauno). Por lo cual se
manejaron seis grupos, mas un grupo control sano, un control WEHI-3+ sin

tratamiento y un control WEHI-3+ tratado con PBS.
Funciones de supervivencia
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Figura 13. Supervivencia general de ratones con leucemia avanzada con compuestos
independientes. Supervivencia de ratones leucémicos BALB/c inducidos con WEHI-3 y tratados
10 dias después con: 1 mL de vehiculo (WEHI-3 + PBS) y los compuestos: CS [2 g/Kg]; citarabina
[3 mg/Kg] o daunorrubicina [0.5 mg/Kg] solos en PBS (10% p/v) cada 48 h. Analisis de Kaplan-
Meier, n=4 por grupo. CS: caseinato de sodio, PBS: solucion estabilizadora de fosfatos.

79



Se encontré que CSso (azul rey) posee 75% de sobrevida para el dia 25, pero para
el dia 30 la curva de sobrevivencia de este compuesto llega al 0% e inclusive es
menor al Control WEHI-3 (rojo) y al Control WEHI-3 + PBS (verde) quienes tienen
una curva de sobrevida del 50% al dia 30 y antes de los 35 dias, ya cuenta con el
0% de sobrevida. Por otro lado, el compuesto Daunorrubicinaso (naranja) al dia 30
posee una sobrevida del 60% y tiene una decaida del 20% que llega a un poco mas
de 35 dias. El compuesto Citarabinazs (amarillo) a los 30 dias posee una sobrevida
del 30% y antes de los 35 dias baja a 20% que mantiene hasta los 40 dias.
Daunorrubicinazs (rosa) a los 30 dias posee una sobrevida de arriba del 40% sin
embargo, a los 35 dias posee una sobrevida del 15% que mantiene a los 40 dias.
Los compuestos individuales LD2s: Citarabinaso y CS2s poseen una curva de
sobrevida similar y que se alejan de la sobrevivencia de los compuestos antes
mencionados. Mientras Citarabinaso (turquesa) a los 30 dias posee una sobrevida
alta de mas del 60%, este decae antes de los 40 dias con un 15%; CS2s (morado) a
los 20 dias tiene un 90% de sobrevida, a los 30 dias posteriores a la induccién
cuenta con arriba de 50% de sobrevida que se mantiene hasta los 35 dias, para esa
fecha (35 dias) posee un 20% que se mantiene hasta los 40 dias. Ambos
compuestos demostraron ser los mas eficaces pues mantienen una buena curva de
sobrevida de los ratones hasta los 40 dias (10 dias de desarrollo de la enfermedad

+ 30 dias de tratamiento) (Figura 13).
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COMPUESTOS COMBINADOS

Ratones leucémicos inoculados via i.p. con células WEHI-3 y dejados 10 dias para
el desarrollo de la enfermedad, fueron tratados via i.p. cada 48 h con las LDso
individuales méas exitosas, pero combinadas (2 g/Kg CS, 3 mg/Kg Cita y 0.5 mg/Kg
Dauno) (Meléndez-Ibarra, 2019) por lo cual se manejaron tres grupos, mas un grupo
control sano, un control WEHI-3+ sin tratamiento y un control WEHI-3+ tratado con
PBS.

Funciones de supervivencia
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Figura 14. Supervivencia general de ratones con leucemia avanzada con compuestos
combinados. Supervivencia de ratones leucémicos BALB/c inducidos con WEHI-3 y tratados 10
dias después con: 1 mL de vehiculo (WEHI-3 + PBS) y los compuestos: CS [2 g/Kg]; citarabina
[3 mg/Kg] o daunorrubicina [0.5 mg/Kg] combinados en PBS (10% p/v) cada 48 h. Analisis de
Kaplan-Meier, n=4 por grupo. CS: caseinato de sodio, PBS: solucidn estabilizadora de fosfatos.

Encontramos que para Control WEHI-3 (rojo) y Control WEHI-3 + PBS (verde) tienen
una curva de sobrevida del 50% al dia 30 y antes de los 35 dias, ya cuenta con el

0% de sobrevida. La combinacion citarabinaso-daunorrubicinaso (amarilla) después
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de los 25 dias posee una curva de sobrevida del 60% y para el dia 30 del 50%, sin
embargo, al dia siguiente solo es del 10%, que logra mantenerse hasta el dia 40.
Los compuestos combinados CSso-citarabinasoy CSso-daunorrubicinaso poseen una
curva de sobrevivencia similar y que se alejan significativamente de los compuestos
antes mencionados.; Mientras que CSso-citarabinaso (turquesa) hasta el dia 25
posee una sobrevida del 80%, al dia 30 mantiene una sobrevida del 50%, cinco dias
después, cuenta con el 20% que no mantuvo hasta los 40 dias. Por otro lado, CSso-
daunorrubicinaso (morado) hasta los 25 dias cuenta con una sobrevida del 90%,
mientras que para el dia 30 decae al 40% de sobrevida y a los 40 dias posee el 20%
de sobrevida que mantiene incluso después de esos 40 dias (figura 14),
demostrando la sinergia de los compuestos combinados para llevar mas alla de 30

dias la supervivencia de estos ratones como modelo de leucemia avanzada.
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RATONES SOBREVIVIENTES A LOS 30 DIAS POST
TRATAMIENTO AUN PRESENTAN CELULAS AUTO PROLIFERANTES
EN MO

Al dia 40 después de la induccion de la leucemia (10 dias de desarrollo de la
enfermedad + 30 dias de tratamiento) se sacrificd un raton de cada uno de los
grupos sobrevivientes para evaluar si la MO presentaba células auto proliferantes o
no. Para ello, se obtuvieron células mononucleadas de MO de ratén, mismas que
fueron cultivadas en presencia o no de rmlL-3 por 120 h; pasado ese tiempo se
observaron in situ (Figura 15) y posteriormente, se evalué la proliferacién celular por

la técnica de cristal violeta.

Se encontré que los tratamientos independientes que sobrevivieron al dia 30 de
tratamiento fueron: Citarabinazs, Citarabinaso y Daunorrubicinazs, en donde, en
presencia de rmIL-3 se promovio la proliferacion de CMN de MO y también se
observo la presencia de células auto proliferantes con la presencia e inclusive, en
la ausencia de esta citocina (Figura 16), por otro lado, en el tratamiento
Daunorrubicinazs se ve un decremento inclusive en la adicion de rmlIL3 indicador de
dafio a la MO (Figura 16) confirmando una vez mas el efecto toxico de las
antraciclinas, pues estas causan mielodepresién y poseen efectos cardiotoxicos
(Wong & Lampkin, 1983; Henriksen, 2018).
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Figura 15: Vista in situ de células 40 dias después del tratamiento (10 postinéculo + 30 dias de tratamiento) a 10x. De dos
experimentos independientes.
Tratamiento Sin rmIL-3 Con rmiL-3
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Figura 16. Porcentaje de proliferacion de CMN-MO 40 dias post induccién con tratamientos
independientes. Proliferacion de CMN-MO de ratones leucémicos a los 40 dias post indculo y
tratamientos solos, en ausencia o presencia de rmiL-3. Cultivados durante 120 h y evaluados por
la técnica de cristal violeta. Significancia estadistica * p<0.05 respecto al control (0 dias) sin rmIL-
3 en la prueba de Tukey. CMN-MO: células mononucleadas de médula dsea.

Del mismo modo, los dos Unicos tratamientos de compuestos combinados que
sobrevivieron al dia 40 o mas fueron: Citarabinaso-Daunorrubicinaso y CSso-
daunorrubicinaso, ambos grupos se observo células auto proliferantes y la adicidon
de rmIL-3, a la MO de ratones de ambos grupos promovio la proliferacion, aun asi,
en ambos tratamientos las células proliferan aun sin rmiIL-3, sefial de que la MO
sigue invadida por células malignas (Figura 17). Con estos resultados se pudo
confirmar que, a los 40 dias, el tratamiento CSso-daunorrubicinaso es el mas efectivo,
ya que prolonga la sobrevida de los ratones en comparacion con otros tratamientos
solos o combinados, pero, aun hay presencia de células con crecimiento autbnomo
en la MO. Sin embargo, estd combinacién puede ser una ventaja al prolongar la vida

de ratones con leucemia avanzada.
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Figura 17. Porcentaje de proliferacion de CMN-MO 40 dias post induccién con tratamientos
combinados. Proliferacion de CMN-MO de ratones leucémicos a los 40 dias post in6culo y
tratamiento combinado, en ausencia o presencia de rmlIL-3. Cultivados durante 120h y evaluados
por la técnica de cristal violeta. Significancia estadistica * p<0.05 respecto al control (0 dias) sin
rmlL-3 en la prueba de Tukey. CMN-MO: células mononucleadas de médula ésea.

Al observar las tazas de sobrevida con los compuestos propuestos nos dimos a la
tarea de ver la efectividad en concentraciones mas pequefias a las propuestas por
Meléndez-Ibarra en 2019 (Ver tabla 12), para eso, se cultivd WEHI-3 estimuladas a
diferentes concentraciones de CS, Citarabina y Daunorrubicina combinadas. Los
resultados muestran la efectividad de inhibicién en estas células al mostrar la misma
efectividad si se combina CS con Citarabina o Daunorrubicina o si se combinan los

tres farmacos (Figura 16).
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Figura 18. Porcentaje de inhibicion inducida en células leucémicas WEHI-3. Inhibicion de células
leucémicas WEHI-3 con las ICso, IC25 0 IC125 de CS, Citarabina o Daunorrubicina combinadas
(propuestas por Meléndez-lbarra en 2019). Cultivados durante 120 h y evaluados por la técnica
de cristal violeta. Control (A), PBS (B), CS-Cita ICso:ICso (C), CS-Dauno ICso:ICso (D), CS-Cita
IC25:1C25 (E), CS-Dauno I1C2s5:1C2s (F), CS-Cita I1C25:1C125 (G), CS-Dauno 1C2s:1C125 (H), CS-Cita-
Dauno ICs0:ICs0:1Cs0 (1), CS-Cita-Dauno 1C2s:1C2s:1C2s (J), CS-Cita-Dauno IC2s:1C125:1C125 (K) ¥y
CS-Cita-Dauno IC125:1C125:1C1255 (L). Significancia estadistica * p<0.05 respecto al control en la
prueba de Tukey. CS: Caseinato de sodio, Cita: Citarabina, Dauno: Daunorrubicina, PBS: solucion
estabilizadora de fosfatos.
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12. DISCUSION DE RESULTADOS

La AML es un grupo hematoldgico agresivo y heterogéneo de neoplasias que se
caracteriza por una mayor proliferacion de células progenitoras mieloides y una
capacidad reducida para diferenciarse (Skayneh et al., 2019), que resulta en una
falla catastrofica de la MO (lllangesearan et al., 2019). Desde 1970, el régimen de
7 dias de citarabina infundida (100-200 mg / m?2 al dia) mas 3 dias de una
antraciclina (P. ej.: daunorubicina -60 0 90 mg / m?- en los dias 1, 2y 3 o idarubicina
-10-12 mg / m?- en los dias 1, 2 y 3) tiene como objetivo lograr la RC en pacientes
<60 afios, reduciendo drasticamente la carga de leucemia en los pacientes. Por otro
lado, las personas mayores de 65 afios tienen mas probabilidades de presentar un
perfil de riesgo citogenético adverso, con menos probabilidades de responder a la
guimioterapia y, a menudo, mas susceptibles a efectos relacionados con el
tratamiento (De Kauchkovsky y Abdul-Hay 2016, Saultz y Garzon 2016; Short et al.,
2018; lllangesearan et al., 2019).

Una vez que se origina la enfermedad, esta evoluciona a un cuadro patoldgico con
desenlace fatal en un periodo de dias en ausencia de un tratamiento (Babu et al.,
2014; Leukaemia Foundation, 2020) y si el paciente es tratado, la recuperacion es
pobre; por ello, es importante manejar a los pacientes con un diagnéstico oportuno
antes de que la enfermedad se vuela agresiva; con la finalidad de reducir la
mortalidad y prolongar la vida de éstos (Chatterjee et al., 2013). Hasta ahora se
sabe, que, posterior al diagnostico: el 52% de los pacientes hombres <56 afios, 57%
de los pacientes hombres de entre 56 y 65 afios, el 56% de los pacientes hombres
de entre 66-75 afos y el 55% de los pacientes hombres >75 afos (el resto de los
porcentajes corresponde a mujeres) llegan con AML producto de una invasion de la
MO a causa de células leucémicas (Appelbaum et al., 2006; American Cancer
Society, 2018). Siguiendo estos pasos, para nuestro primer objetivo se planted
establecer el modelo de raton con leucemia avanzada; y para esto, se utilizé el
modelo de raton con leucemia temprana que ha sido utilizado por mas de cinco
décadas (Warner et al., 1969) y hasta la fecha ha dado resultados favorables en
tratamientos para combatir la AML (Liao et al.,2020; Su et al., 2008; Li et al., 2009;
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Mohan et al., 2010; Oran y Weisdorf, 2012). En virtud de nuestros resultados, este
trabajo muestra que después de seis dias de inoculacion i.p. de células leucémicas
WEHI-3 a ratones BALB/c; la MO ha sido invadida por dichas células y a nueve dias
esto es mas evidente (Figura 12). Estos datos no pueden ser contrastados con
literatura en virtud que no existen reportes de este tipo, sin embargo, Ledesma-
Martinez en 2013 realizdé el mismo trabajo revelando que a 10 dias también es
evidente la invasion de células leucémicas en MO de ratdn; confirmando asi el
desarrollo de un nuevo modelo de ratéon que puede ser utilizado para mejorar la
efectividad de futuros tratamientos para combatir la AML. Es posible que un
aumento de la densidad microvascular (MVD, por sus siglas en inglés) y el factor de
crecimiento vascular endotelial -VEGF-, iniciado por factores proangiogénicos
derivados de las células tumorales implantadas en MO de ratdn; activen una
respuesta proinflamatoria en el microambiente provocando un crecimiento vascular
irregular e incontrolado a causa de las células endoteliales modificadas por estas

células leucémicas (Passaro et al., 2017).

Actualmente se sabe que, a 5 cinco afos, pacientes <60 afios alcanzan una tasa
de sobrevida del 35-45% y para pacientes 260 anos, a 3 afios es de solo 9-10% y a
5 afos de 3-8% (Oran y Weisdorf, 2012; Saultz y Garzon, 2016; Behrmann et al,
2018; Short et al., 2018). En nuestro pais se ha informado sobre la eficacia del
régimen “7+3” (Citarabina + antraciclina), por ejemplo; Demichelis-Gomez y
colaboradores en 2020 realizaron un analisis de enero de 2013 a diciembre de 2017
donde 525 pacientes con una media de edad de 47 afios fueron diagnosticados con
AML; de los cuales el 74.1% recibieron el régimen “7+3”. Con lo anterior, el 66%
recibié daunorrubicina, el 20.7% recibi6 idarrubicina y 11.7% recibié mitoxantrona.
Durante las primeras 6 semanas de tratamiento, se reporté una mortalidad del 10%
en pacientes <60 afios y una mortalidad del 24% en pacientes >60 afios; con todos
estos tratamientos se observo una RC del 71.3%, mientras que la tasa de mortalidad
general ocurrié en el 17.8% de los casos. Posteriormente el 68.6% de los pacientes
recibieron terapia de consolidacion. La tasa de sobrevida promedio a 3 afios fue del
34.8% con una mediana de 14 meses, sin embargo, una dosis baja de

daunorrubicina (45 mg/m?) tiene una tasa de sobrevida de 9 meses, mientras que
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una dosis alta de daunorrubicina (60-90 mg/m?) tiene una mediana de 23.1 meses.
En otro estudio realizado por Alvarado-Ibarra y colaboradores en 2018 realizaron un
andlisis a 204 pacientes con un promedio de edad de 39 afios diagnosticados con
AML que recibieron el esquema “7+3” donde la daunorrubicina fue administrada en
88 pacientes e idiarrubicina en 116 pacientes, mostrando una tasa de RC del 78%
y una SG del 82%, mientras que la mortalidad fue del 12%. Asi mismo 164 pacientes
recibieron una primera terapia de consolidacion y la mortalidad fue de 16%, mientras
gue 139 pacientes recibieron una segunda terapia de consolidacion que terminé en
un 17% de mortalidad. En México, los nuevos tratamientos para la AML, como
gemtuzumab-ozogamicina, se han restringido debido a sus altos costos (Ruiz-
Arguelles, 2016). La introduccion de allo-HSCT con acondicionamiento de
intensidad reducida de forma ambulatoria se asocia con resultados favorables de
AML. Ha habido mas de 20 afios de experiencia en el trasplante de MO en México,
gue se ha reproducido en otros paises en desarrollo, mejorando asi el prondéstico
de los pacientes con AML, principalmente en trasplantes realizados durante la
primera RC. El conocimiento adquirido en México con respecto a la leucemia aguda
ha demostrado un mal prondstico, que también se ha descrito en otras poblaciones
en todo el mundo (Ruiz-Arglelles, 2016). Con la seguridad de tener nuestro modelo
de leucemia avanzada en raton BALB/c, se prosiguié a la administracion de los
farmacos: CS, Citarabina y Daunorribicina solos o combinados. Nuestros resultados
muestran que los farmacos solos méas efectivos administrados por treinta dias
fueron: Citarabinaso (con un 15% de sobrevida a los 40 dia) y CS2s (con un 20% de
sobrevida a los 40 dias) sobre los otros farmacos solos administrados; demostrando
tener una buena curva de sobrevivencia hasta los 40 dias (10 dias de desarrollo de
la enfermedad + 30 dias de tratamiento) (Figura 13). Y se esperaria que dichos
farmacos combinados dieran buenos resultados en comparacién con el tratamiento
convencional de citarabina + antraciclina “7+3”, sin embargo, al combinar los
farmacos nuestros resultados muestran que: CSso-citarabinaso solo mantiene un
20% de sobrevida antes de los 40 dias, pero CSso-daunorrubicinaso a los 40 dias
posee el 20% de sobrevida que mantiene incluso después de esos 40 dias (figura

14), demostrando la sinergia de los compuestos combinados para llevar mas alla de
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30 dias la supervivencia de éstos ratones como modelo de leucemia avanzada, lo
gue podria ser una ventaja significativa en cuanto a tratamientos de AML avanzada
se refiere. En multiples trabajos se habla sobre la efectividad de ciertos compuestos
gue muestran la supervivencia de los ratones en un modelo de leucemia temprana,
por ejemplo: Meléndez-lbarra en 2019 evidencid que las combinaciones CSso-
citarabinaso induce una sobrevida del 40% a los 40 dias y se mantiene el 10% por
mas de 70 dias y CSso-daunorrubicinaso mostré una supervivencia del 85% a los 50
dias y el 20% a los 70 dias. Por otro lado, Ledesma-Martinez y colaboradores en
2012 mostraron la efectividad del CS en un modelo de ratébn con WEHI-3, donde CS
posee una tasa de sobrevida del 40% a mas de 40 dias. Asi mismo, Cérdova-
Galaviz y colaboradores en 2014 disefiaron un modelo de raton con la linea celular
J774 y demostraron que el CS lleva la sobrevida de los ratones con leucemia
temprana con un 50-60% de sobrevida a més de 200 dias en contraste con los
tratados con citarabina (ARA-C). Estos trabajos demuestran que el CS prolonga la
sobrevida de los ratones con la enfermedad en un estado temprano. También se ha
estudiado el efecto de otros compuestos, por ejemplo: Lu y colaboradores en 2012
presentaron la efectividad del fitoquimico MJ-29 (un compuesto encontrado en
hierbas medicinales que actia como supresor del cancer) en un modelo de raton
inoculado con WEHI-3 en donde se mostro que el compuesto en una dosis de (10
mg/kg) lleva la sobrevida de los ratones hasta el dia 27, mientras que una dosis de
(20 mg/kg) lleva una curva de sobrevida de 28 dias, en otro estudio llevado a cabo
por Yiy colaboradores en 2013, probaron la afectividad de un tratamiento antisuero
CD176 (ya que el 70%-80% de células cancerigenas poseen CD176 en la superficie
celular) en donde evaluaron una vacuna en ratones con leucemia que demostré que
en comparacion con el grupo control, la supervivencia del grupo se prolong6 7 dias
mas (dia 40) y se incrementd la supervivencia en un 32.8%. Otro estudio, realizado
por Chen y colaboradores en 2017 probaron la efectividad de una vacuna que
incluia un cebador para el factor estimulante de colonias de granulocitos (G-SCF)
en la sobrevida de ratones con leucemia y tratados inmediatamente después de la
induccion, dando como resultado que esta vacuna prolonga la sobrevida de los

ratones hasta en un 20% a 50 dias posteriores de la induccion. Anteriormente se ha
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demostrado que CS induce a la produccion de citocinas como la G-SCF
(Dominguez-Meléndez et al., 2012) lo que abre una ventana de posibilidades y que
es una gran ventaja a nuestro trabajo porque el desarrollo de un nuevo modelo de
raton que trata la enfermedad con sintomas de leucemia avanzada, demuestra el
potencia de la combinacién de los compuestos CSso-daunorrubicinase al mantener
una buena curva de sobrevida sobre el régimen citarabinaso-daunorrubicinaso que
prolonga la vida de los ratones con leucemia avanzada a méas de 30 dias posteriores

del tratamiento.

Una vez que los ratones cumplian 30 dias de tratamiento méas 10 dias de inocul6 de
células auto proliferantes, se obtuvieron CMN-MO que fueron cultivadas o no con
rmiL-3, con la finalidad de comprobar si la MO aln poseia carga celular leucémica.
Los tratamientos independientes que sobrevivieron al dia 30 post tratamiento fue:
Citarabinazs, Citarabinasoy Daunorrubicinazs, en donde, en presencia y ausencia de
rmIL-3 se promovié la proliferacion de CMN-MO y también de células auto
proliferantes (Figura 16). Pero en el caso de Daunorrubicinazs no hay proliferaciéon
de CMN-MO confirmando el potencial toxico de esta antraciclina hacia las células
normales de MO (Wong & Lampkin, 1983; Henriksen, 2018). Los dos tratamientos
combinados que sobrevivian al dia 30 postratamiento son: citarabinaso-
daunorrubicinaso y CSso-daunorrubicinaso; en ambos grupos se observo, de igual
forma, la proliferacion de CMN-MO vy células auto proliferantes en presencia y
ausencia de esta citocina, sefial de dafio en la MO (Figura 17). Meléndez-lbarra en
2019, al dia 30 posterior a la induccion de leucemia temprana, evalué si la MO aun
presentaba células proliferantes en ausencia de rmIL-3 encontrando que tanto en
los grupos individuales como en las dosis combinadas las células proliferan en
ausencia de rmiL-3, revelando asi, la presencia de células leucémicas, cabe
destacar, que en tratamiento citarabinaso-daunorrubicinaso, se encontr6 que no
proliferaron aun con la adicion de rmlIL-3, indicando asi, el dafio a la MO. Para el
dia 60 posterior a la induccién de la leucemia temprana, Meléndez-Ibarra en 2019,
encontré que en los Unicos dos grupos sobrevivientes (CS-citarabinaso y CS-
daunorrubicinaso) se observd proliferacion de células auto proliferantes, pero la

adicion de rmlIL-3 en el tratamiento de CS-daunorrubicinaso promovié la proliferacion
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de células normales, pero, en el tratamiento CS-citarabinaso las células no proliferan

aun con rmlL-3, sefal de dafo en la MO.

Se puede decir entonces, que, en contraste con las dosis solas, los tres tratamientos
sobrevivientes a los 30 dias de tratamiento presentan dafio en la MO, tal como lo
reporto Meléndez-lbarra en 2019, y para las dosis combinadas, tanto CS-
citarabinaso y citarabinaso-daunorrubicinaso, se observa el evidente dafio en la MO
producto de la carga de células leucémicas. Sin embargo, el tratamiento CS-
daunorrubicinaso fue el mas exitoso, pues elevo la tasa de sobrevida de los ratones
mas alla de 40 dias, sin embargo, es evidente el dafio presente en la MO a causa
de las células auto proliferantes. Recordemos que Meléndez-lbarra en 2019
demostré que esta dosis a los 30 dias postratamiento aun poseia una carga
leucémica, sin embargo, a los 60 dias este, ya no presentaba esa carga de células
auto proliferantes. Es probable que la carga de células con crecimiento autbnomo y
la induccion del tratamiento induzca a la produccion de granulopoyesis en la
combinacion CSso-daunorrubicinaso como anteriormente se habia reportado
(Ramos-Mandujano et al., 2008: Meléndez-lbarra, 2019) haciendo que se tengan
poblaciones de células normales y malignas. Debido a la citotoxicidad de los
antineoplésicos para el actual tratamiento de los pacientes (Hwang et al., 2019) es
factible que las dosis citarabinazs, citarabinaso y citarabinaso-daunorrubicinaso no
provoquen la muerte total de las células leucémicas para erradicarlas, sino que,
ademas de esto, provocan un significativo dafio al modular el microambiente de la
MO (Kumar et al., 2018).

Con los datos obtenidos hasta ahora, se sabe que los ratones AML avanzada
sobreviven a no méas de 40 dias (10 dias de induccion + 30 dias de tratamiento) en
comparacion con lo reportado por Meléndez-lbarra en 2019, donde se demostré que
las combinaciones de CS-daunorrubicinaso y CS-citarabinaso erradican las células
leucémicas de MO y las tasas de sobrevida van a mas de 2 meses. En 2018 se
comprobo la efectividad de CPX-351, un nuevo tratamiento liposomal de citarabina-
daunorrubicina en relacién 5:1 en donde se encontré que las bajas dosis aumentan

la tasa de sobrevida de los pacientes (Lancet et al., 2018) nosotros reportamos que
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las bajas dosis de CS, citarabina y daunorrubicina prolongan estas tasas de
sobrevida todavia mas en comparacion con las dosis reportadas (Lancet, et al.,
2018; Meléndez-Ibarra, 2019). Lo que podria abrir el camino a la induccién de
farmacos (en este caso CS) en bajas dosis. Ante esta incertidumbre, realizamos un
experimento in vitro de la eficacia de estas combinaciones bajo células leucémicas
demostrando que las dosis bajas de CS son igual de efectivas en la inhibicion de la
proliferacion a como si se pusiese en dosis de ICso reforzando asi la aplicaciéon en
la inhibicion de estas células leucémicas (Ramos-Mandujano et al., 2008; Ledezma-
Martinez et al., 2012; Cérdova-Galaviz et al., 2014; Meléndez-lbarra, 2019).
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13. CONCLUSION

Nuestro modelo de ratén con leucemia avanzada a partir de la linea celular WEHI-
3 logro establecerse en la MO a partir de los 6 dias debido a la deteccidon de estas

mediante su proliferacion en ausencia de citocinas exogenas.

Por otro lado, la combinacién CS-daunorrubicinaso 0 CS-citarabinaso fueron las mas
efectivas para llevar més alla la sobrevida de los ratones con leucemia avanzada
tratados con estas combinaciones con méas del 40% a los 33 dias de desarrollo de
la enfermedad, en cambio, los demas tratamientos solo alcanzaron una sobrevida
del 10% en los dias antes mencionados. La sobrevivencia prolongada, no se
correlaciona con la eliminacién de células leucémicas, lo que es una ventana de

tiempo relevante para explorar nuevas opciones de tratamiento.
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