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1. ABREVIATURAS 
ATF6. Factor de transcripción activador 6 (del inglés activating transcription factor 6). 

CAR-T. Células T con receptors quiméricos de antígenos (del inglés T-CAR cells). 

CTL. Control 

CXCR4. Receptor de quimicocinas CXC tipo 4 (del inglés CXC motif chemokine receptor 
4). 

GRP78. Proteína Regulada por Glucosa 78-kDa (del inglés 78-kDa glucose-regulated 

protein). 

HSC. Célula troncal hematopoyética (del inglés hematopoyetic stem cell). 

HSCPs.Células troncales hematopoyéticas y células progenitoras (del inglés hematopoyetic 

stem cells and progenitors). 

HSP70. Proteína de choque térmico 70 (del inglés heat shock protein 70). 

IL. Interleucina (del inglés interleukin). 

IRE1. Enzima 1que require serina/treonina-proteína quinasa/ endoribonucleasa inositol (del 
inglés inositol-requiring enzyme type 1). 

ISM1. Proteína Isthmin 1. 

LA. Leucemia aguda.  

LLA-B.Leucemia Linfoblástica aguda de células B.  

LLC. Leucemia linfocítica crónica.  

LMA. Leuemia Mieloide Aguda.  

MNC. Células mononucleares (del inglés mononuclear cells). 

MO. Médula ósea  

PCB. Progenitor de células B 

PE. Progenitor eritroide. 
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PERK. Proteína quinasa del retículo endoplásmico tipo quinasa R (del inglés protein kinase 
RNA-like ER kinase). 

RE. Retículo Endoplásmico 

SCF. Factor de células troncales (del inglés stem cell factor). 

sGRP78. Proteína Regulada por Glucosa 78 de superficie. 

SP. Sangre periferica 

TPO. Trombopoyetina. 

TSLP. Linfopoyetina derivada del estroma tímico 

UPR. Vía de respuesta a proteínas mal plegadas (del inglés unfolded protein response). 
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2. RESUMEN 

Las leucemias agudas (LAs) son un grupo de enfermedades malignas que se 

caracterizan por la proliferación incontrolada de un determinado tipo de células inmaduras 

de la hematopoyesis. La leucemia linfoblástica aguda de células B (LLA-B) es el tipo de 

cáncer más frecuente en la edad pediátrica. Se ha observado que las proteínas de choque 

térmico 70 se encuentran sobre expreadas en diferentes tipos de leucemias dentro de esta 

familia la proteína regulada por glucosa de 78 kDa (GRP78) es una chaperona que se localiza 

en el retículo endoplásmico (RE) facilitando el plegamiento y ensamblaje de las proteínas y 

que regula la vía de respuesta a las proteínas mal plegadas (UPR), siendo el principal sensor 

del estrés del RE manteniendo la homeostasis y la supervivencia celular. En tumores sólidos 

se ha observado la sobreexpresión de GRP78 y su relocalización en la superficie celular 

(sGRP78) promoviendo la supervivencia de las células tumorales, así como la resistencia a 

los fármacos. En la superficie, sGRP78 funciona como receptor de proteínas endógenas que, 

de acuerdo con el sitio de unión, activan vías de apoptosis o supervivencia celular. En el 

presente trabajo, exploramos la presencia de sGRP78 en las células de LLA-B pediátrica al 

momento del diagnóstico, así como a la proteína Isthmin1 (ISM1) como posible ligando pro 

apoptótico de sGRP78 en estas. Observamos la presencia de células sGRP78+ en pacientes 

con LLA-B y en una proporción altamente significativa en pacientes con características de 

alto riesgo, tanto en médula ósea como en sangre periférica. Mediante el uso de citometría 

de flujo y análisis de alta dimensión, encontramos una subpoblación celular distintiva con 

niveles de expresión altos de sGRP78, CD10, CD19 y CXCR4 en muestras de médula ósea 

obtenidas de pacientes con leucemia de alto riesgo ausente en el compartimento de pacientes 

de riesgo estándar. Observamos que las células sGRP78+ CXCR4+ son más frecuentes en 

sangre periférica de pacientes con riesgo alto. Al analizar la capacidad de diseminación de 

células leucémicas sGRP78+ en un modelo de xenotrasplante, estas migraron a la médula 

ósea y los ganglios linfáticos, manteniendo la expresión de GRP78 y CXCR4. Por primera 

vez, determinamos los niveles de ISM1 tanto en individuos control como en pacientes LLA-

B. Sin embargo, no se pudo determinar le capacidad pro apoptótica de ISM1 recombinante 

(ISM1r) con las concentraciones evaluadas. 
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3. ABSTRACT 
Acute leukemias (ALs) are a group of malignant diseases that are characterized by the 

uncontrolled proliferation of a certain type of immature cells of hematopoiesis. B-cell acute 

lymphoblastic leukemia (B-ALL) is the most common type of cancer in children. It has been 

observed that heat shock proteins 70 are overexpressed in different types of leukemia within 

this family. The 78 kDa glucose-regulated protein (GRP78) is a chaperone that is located in 

the endoplasmic reticulum (ER) facilitating folding and assembly of proteins and that 

regulates the response pathway to misfolded proteins (UPR), being the main sensor of ER 

stress, maintaining homeostasis and cell survival. In solid tumors, the overexpression of 

GRP78 and its relocation to the cell surface (sGRP78) have been observed, promoting the 

survival of tumor cells, as well as drug resistance. On the surface, sGRP78 functions as a 

receptor for endogenous proteins that, depending on the binding site, activate apoptosis or 

cell survival pathways. In the present work, we explored the presence of sGRP78 in pediatric 

B-ALL cells at the time of diagnosis, as well as the Isthmin1 (ISM1) protein as a possible 

pro-apoptotic ligand of sGRP78 in these. We observed the presence of sGRP78+ cells in 

patients with B-ALL and in a highly significant proportion in patients with high-risk 

characteristics, both in bone marrow and peripheral blood. Using flow cytometry and high-

dimensional analysis, we found a distinctive cell subpopulation with high expression levels 

of sGRP78, CD10, CD19, and CXCR4 in bone marrow samples obtained from patients with 

high-risk leukemia absent in the compartment of standard-risk patients. We observed that 

sGRP78+ CXCR4+ cells are more frequent in the peripheral blood of high-risk patients. 

When analyzing the dissemination capacity of sGRP78+ leukemic cells in a xenograft model, 

they migrated to the bone marrow and lymph nodes, maintaining the expression of GRP78 

and CXCR4. For the first time, we determined ISM1 levels in both control individuals and 

B-ALL patients. However, it was not possible to determine the pro-apoptotic capacity of 

recombinant ISM1 (ISM1r) with the concentrations tested. 
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4. INTRODUCCIÓN 
La hematopoyesis es el proceso por el cual los componentes sanguíneos son 

continuamente renovados durante el tiempo de vida de un organismo. El sistema 

hematopoyético consiste en diferentes poblaciones de células altamente especializadas que 

tienen funciones únicas, como el transporte de oxígeno y la defensa inmune (1). Se estima 

que un adulto humano puede generar alrededor de 4-5x1011 células hematopoyéticas por día 

(2). En mamíferos, las células troncales hematopoyéticas (HSCs) ocupan el nivel jerárquico 

más alto de la organización hematopoyética, encontrándose primariamente en la médula ósea 

(MO) en adultos y se caracterizan por su capacidad de autorrenovación y producción de 

diferentes progenitores que proliferan y se diferencian en las células sanguíneas maduras (3) 

(Fig.1). 

La poza de HSCs y progenitores contiene células troncales de autorenovación a largo plazo 

(LT-HSCs, por sus siglas en inglés) y células troncales de autorenovación a corto plazo (ST-

HSCs, por sus siglas en inglés), y progenitores multipotentes no autorenovables (MPPs). 

Diferentes grupos de MPP mieloides funcionan junto con los MPP linfoides para la 

generación de los componentes sanguíneos. Los MPPs se producen en paralelo con las HSCs, 

en niveles y cinéticas diferentes de acuerdo con las necesidades hematopoyéticas (4). El 

nicho hematopoyético constituye un microambiente especializado, compuesto por diversos 

tipos celulares que participan en el mantenimiento, la inducción, la diferenciación y la 

proliferación de las HSCs, en la MO. Este incluye; células troncales mesenquimales (MSCs), 

células sinusoidales, células de osteolinaje y células de Schwann no mielinizantes, 

localizadas junto a las HSCs en la matriz extracelular. Las diferentes poblaciones celulares 

regulan el balance entre la proliferación y quiescencia de las HSCs durante la homeostasis o 

la regeneración (5).  

Para asegurar la homeostasis hematopoyética a lo largo de la vida, el balance entre la 

diferenciación y la autorrenovación debe estar altamente regulado; la diferenciación excesiva 

o la autorrenovación insuficiente disminuye la poza de HSCs, mientras que la diferenciación 

insuficiente o la autorrenovación no restringida puede conducir a enfermedades 

mieloproliferativas o a la leucemia, así la actividad de las HSCs es regulada por factores 
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celulares intrínsecos, como reguladores epigenéticos , transcripcionales, vías metabólicas y 

factores extrínsecos que incluyen señales humorales y neuronales de largo alcance o factores 

locales desde el microambiente en la MO (3).  

Anormalidades en el proceso de la hematopoyesis irrumpen la homeostasis y conducen a la 

acumulación de progenitores intermedios y/o células maduras en la médula ósea, sangre 

periférica y/o órganos linfoides dando como resultado una variedad de enfermedades 

malignas (6). 

El cáncer en el sistema sanguíneo resulta de eventos patogénicos que alteran el balance 

homeostático normal entre el proceso de generación de células hematopoyéticas maduras y 

su reposición por las células HSCs y los progenitores, ya sea por la proliferación desregulada 

que conduce el incremento de células progenitores o por la adquisición de funciones de 

autorrenovación en el compartimento de progenitores (7). Las leucemias agudas (LA) son 

enfermedades hematológicas malignas caracterizadas por la proliferación incontrolada de 

células indiferenciadas, denominadas blastos, los cuales alteran la hematopoyesis normal, 

tanto en la MO como en sangre periférica (SP), con infiltración secundaria a otros tejidos (8). 

La diferenciación incontrolada de precursores linfoides o mieloides sostienen el crecimiento 

tumoral a expensas de la producción sanguínea normal, mientras que la selección y 

dominancia entre las clonas leucémicas ocurre en competencia por los recursos del nicho 

hematopoyético, generado microambientes en MO anormales que participan en la 

patobiología de la enfermedad (9). 
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CLASIFICACIÓN DE LA LEUCEMIA AGUDA 
La leucemia es una enfermedad compleja de las células sanguíneas con tipos y 

subtipos diferentes. La clasificación de la leucemia infantil se basa en la línea celular 

predominante afectada y el nivel de diferenciación celular. Los términos mieloide y linfoide 

denotan el tipo de línea celular involucrada. Tanto las líneas celulares mieloides como las 

linfoides pueden proliferar en formas agudas o crónicas de leucemia. La leucemia aguda (LA) 

es una enfermedad que progresa rápidamente y que afecta principalmente a células inmaduras 

e indiferenciadas. Estas células no pueden realizar sus funciones normales. La leucemia 

crónica (LC) es una enfermedad que progresa menos rápidamente y permite la producción 

Fig. 1. Esquema de diferenciación hematopoyética.  Las células troncales hematopoyéticas (HSC) desempeñan un 

papel central en el mantenimiento de la hematopoyesis y se caracterizan por la autorrenovación, multipotencia y 

dormancia. Cuando una HSC se somete a un compromiso de linaje, toma una decisión celular para generar 

descendencia río abajo con una restricción en el potencial de diferenciación. Modificado de Raza Y., et al. 2021. 

Célula troncal hematopoyética

Progenitor
Mieloide

Progenitor
Linfoide

Granulocitos

Basófilos

Neutrófilos
Eosinófilo

Mastocitos
Megacariocitos

Plaquetas

Eritrocitos Monocitos

Célula
Dendrítica

Macrófago

Célula plasmática

Lin. T Lin. B Cél. NK
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de células maduras y más diferenciadas. Estas células mantienen parte de su función normal 

(10). 

La enfermedad letal más importante en el sistema hematopoyética en la edad 

pediátrica es la leucemia aguda, constituyendo la principal causa de muerte a nivel mundial 

(11). Los tipos principales de LA en la edad infantil son; la leucemia linfoblástica aguda 

(LLA), que ocurre en un 75-80% de los casos de leucemia infantil,  la leucemia mieloide 

aguda (LMA), en un 20-25% de las leucemias infantiles y la leucemia mieloide crónica 

(LMC), que ocurre un <5% de los casos infantiles y raramente se presenta en niños (12). En 

Estados Unidos, la LLA es el tipo de cáncer más frecuente en la etapa infantil, con un pico 

de incidencia entre los 3-5 años de edad siendo la causa más frecuente de muerte por cáncer 

antes de los 20 años, con una sobrevida aproximadamente del 80-98%  (13,14). 

En particular, la LLA infantil en México muestra una de las tasas de incidencia más altas con 

una heterogeneidad extraordinaria y resultados inferiores. Casi el 85% de los casos 

comprometen el linaje linfoide, mientras que el 15-20% son de origen mieloide. 

Históricamente, las leucemias de linaje T han sido consideradas el subtipo con características 

más adversas (15). En América Latina, países como Chile y Argentina han demostrado 

avances significativos en el cuidado de los niños con LLA, logrando un porcentaje de 

sobrevida del 71.6% al 72.1%, respectivamente, mientras que en nuestro país la sobrevida 

estimada es del 50% (16).  

LEUCEMIA LINFOBLÁSTICA AGUDA  
El 85% de los casos de LLA infantil son de linaje B, la leucemia linfoblástica aguda 

de células B (LLA-B) es un desorden hematológico caracterizado por la proliferación 

maligna e incontrolada de las células precursoras linfoides B, en MO. Usualmente los blastos 

en las leucemias de células B son arrestados en los estadios ProB y PreB (17). 

La incidencia varia significativamente de acuerdo con la raza y el grupo étnico: 14.8 casos 

por millón en afrodescendientes, 35.6 casos por millón en caucásicos y 40.9 casos por millón 

en hispanos. La LLA infantil se presenta con mayor frecuencia en niños que en niñas en una 

relación 55%:45% (18). 
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FACTORES GENÉTICOS EN LA LLA 
Diferentes factores genéticos se han asociado con un incremento de riesgo a la LLA, 

sin embargo, en la mayoría de los pacientes no se observan factores hereditarios. En estudios 

de asociación de genoma completo se han identificados variantes polimórficas en genes como 

ARID5B, CEBPE, GATA3 e IKZF1, los cuales se han asociado con un aumento de riesgo a 

LLA o a subtipos de LLA. Las mutaciones raras en línea germinal en los genes PAX5 y 

ETV6 se han asociado a LLA familiar. Dentro de los factores ambientales de riesgo se 

encuentran la exposición a la radiación y la exposición a ciertos químicos, sin embargo, estos 

solo explican una pequeña minoría de los casos (13,19,20).  

La LLA comprende multiples alteraciones genéticas somáticas, aneuploidías (alteraciones en 

el número de cromosomas), arreglos cromosómicos que desregulan la expresión génica o que 

resultan en la expresión de proteínas quiméricas de fusión, deleciones y ganancia de ADN, 

así como mutaciones en la secuencia de ADN. En promedio, en el genoma de LLA infantil 

se han observado de 10 a 20 mutaciones silentes no codificantes al diagnóstico y alrededor 

de 2 veces más en la recaída (18).  

Se han observado reordenamientos  cromosómicos raros que yuxtaponen la porción que 

codifica el dominio kinasa del gen JAK2 con regiones genómicas codificantes del dominio 

oligomerizante de otros genes como TEL, BCR, PCM1, PaX5 o ETV6 en la LLA (6). En el 

25 al 30% de los niños con LLA-B, las células leucémicas poseen hiperdiploidías (>50 

cromosomas), debido a ganacias cromosómicas no aleatorioas. Este subtipo está asociado a 

un excelente pronóstico (18). Ejemplos importantes son la fusión de los genes ETV6-

RUNX1, el cual involucra dos factores de transcripción, la fusión de TGF3-PBX1, la 

translocación t(9;22) que resulta en la formación del cromosoma Filadelfia (Ph) y los 

reordenamientos cromosómicos del gen de la leucemia de linaje mixto, MLL, del cromosoma 

11q23. El cromosoma Ph involucra la fusión de genes BCR-ABL, los cuales dan como 

resultado de su fusión una proteína tirosina quinasa activada. Se han determinado más de 70 

translocaciones diferentes que involucran MLL, creando proteínas de fusión que median 

autorrenovación aberrante en las células progenitoras hematopoyéticas (21).  
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Las modificaciones epigenéticas son parte del desarrollo normal de las células sanguíneas 

desde una célula troncal hasta una célula madura. Sin embargo, pueden ocurrir cambios en 

la programación epigenética derivados de adaptaciones a cambios ambientales. Este tipo de 

adaptación es esenial para “los origenes evolutivos de la salud y la enfermedad” iniciales que 

permiten entender las adaptaciones tempranas en la vida que más tarde conducen a factores 

de riesgo para enfermedades, tal y como se ha demostrado que la inanición in utero puede 

conducir a riesgo de obesidad y enfermedades cardiácas posteriormente. Las adaptaciones 

pueden ocurir como resultado a factores específicos ambientales, por ejemplo, la 

desmetilación de CpG en el gen AHRR se ha relacionado directamente al humo del cigarro. 

El entendimiento de los efectos específicos de las exposiciones ambientales sobre las 

características epigenéticas aún es limitado, y se desconoce si estas perturbaciones pueden 

afectar la leucemogénesis (22). 

MICROAMBIENTE EN LA LLA 

Los tumores tienen una pequeña subpoblación de células responsables del inicio y la recaída 

del cáncer (23–25). Las células troncales leucémicas (LSC), al igual que las células troncales 

hematopoyéticas normales, dependen de la interacción con el microambiente o del nicho para 

su propia autorrenovación y mantenimiento (26). 

El microambiente está formado por tejidos fisiológicos que incluyen el estroma (andamio de 

sostén) con fibroblastos, vasos sanguíneos y glóbulos blancos, especialmente linfocitos T y 

macrófagos, cuyos precursores son los monocitos derivados del linaje mieloide. Algunos 

tumores tienen un rico infiltrado de linfocitos T (27). Las células de la inmunidad innata 

como macrófagos, granulocitos y células mieloides inmaduras de las que derivan monocitos 

o macrófagos también se encuentran en diferentes cantidades (28). Actualmente, es cada vez 

más claro que el sistema inmune puede tener una doble función, es decir, manifestar actividad 

antitumoral u ofrecer una contribución significativa al desarrollo tumoral, constituyendo así 

una barrera que se opone a la eficacia de los fármacos anticancerosos al crear 

quimiorresistencia (29). El papel paradójico que juega el sistema inmune en el control 

tumoral puede explicarse por su plasticidad que conduce a propiedades pro o antitumorales 

(30,31). 
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El sitio óptimo para las HSC es la MO, que incluye áreas especializadas llamadas nichos que 

consisten en diferentes tipos de células que controlan el número, la inactividad, la 

autorrenovación, la diferenciación y la distribución de estas (32). Los nichos se dividen en 

dos áreas distintas, pero igualmente conectadas: la primera en la que el osteoblasto juega un 

papel principal (nicho osteoblástico); el segundo donde predominan las células endoteliales 

y ha sido denominado nicho vascular (33). 

En particular, en el nicho vascular, las células endoteliales sinusoidales favorecen la 

supervivencia, proliferación y diferenciación de progenitores mieloides y megacariocitos. 

Las HSC en el nicho vascular están expuestas a hormonas, factores de crecimiento, oxígeno 

y nutrientes, por lo tanto, pueden detectar señales y estímulos de la circulación periférica. 

Esto favorece el automantenimiento, la proliferación y/o la diferenciación (5,34). 

Por el contrario, el nicho osteoblástico puede actuar como reservorio ya que favorece el 

mantenimiento del estado de quiescencia (35). Sin embargo, no todas las células de la 

superficie endóstica realizan estas funciones; los que definen el nicho osteoblástico están 

representados por la subpoblación N-cadherina+ y CD45- (SNO). 

Por lo tanto, el contacto directo entre el microambiente y las células leucémicas es esencial, 

y también la activación de diferentes vías de señalización caracteriza el microambiente de 

manera específica. La fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3K)/AKT-Bcl2 o NOTCH1 parecen ser 

vías relevantes para ser inducidas por el microambiente y las conexiones de células 

leucémicas (36). 

Finalmente, la hiperactividad a largo plazo de las especies reactivas de oxígeno (ROS) podría 

tener efectos nocivos sobre las células madre y sobre la incidencia de leucemia (37), y en 

este contexto se activan varias redes en respuesta al incremento de ROS como P53, AKT y 

MAPK (26). 

Una mejor comprensión de la contribución de los estímulos microambientales en la 

mediación de la leucemogénesis puede proporcionar un mejor escenario de nuevos objetivos 

terapéuticos en el tratamiento de las leucemias (26). 
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El microambiente inflamatorio que rodea a las células cancerosas es una red compleja en la 

que la infiltración inmunitaria se ha considerado durante mucho tiempo un mecanismo de 

defensa contra los tumores malignos. De hecho, puede contribuir al desarrollo, la 

propagación del cáncer, la metástasis y la aparición de resistencia a las terapias contra el 

cáncer (38). Las citocinas son esenciales para la homeostasis del nicho de MO, y los primeros 

estudios sobre LLA-B informaron una mayor expresión de estas moléculas en comparación 

con muestras de MO sanas, lo que sugiere una regulación autocrina/paracrina de células 

leucémicas y citocinas (39). Entre las citocinas con mayor actividad moduladora se 

encuentran la IL-7, la IL-8 y la IL-15. 

También se ha demostrado que el ligando 2 de  quimiocina motivo C-C (CCL2) e IL-8 pueden 

aumentar la adhesión de las células de LLA a las células estromales en MO, de manera 

dependiente del estroma, y promover la supervivencia y proliferación de las células 

estromale, mientras que parecen no tener efecto en la mayoría de la supervivencia o 

migración de LLA-B. Se ha observado que los niveles plasmáticos CCL2 e IL-8 en niños con 

LLA al diagnóstico son significativamente más altos que en los individuos sanos. Además, 

en la LLA-T la producción de IL-8 está fisiológicamente regulada por una red de señalización 

específica, representada por el eje CXCL12/CXCR4 y las vías del factor nuclear-κB (NF-

κB) y JNK/AP-1 (40,41). 

El factor 1 derivado de células del estroma (SDF-1 o CXCL12) es un miembro de la familia 

de quimiocinas CXC que contrarresta el eje CXCL12/CXCR4 en la patogenia de la LLA con 

sus receptores afines, el receptor 4 de quimiocinas CXC (CXCR4), ampliamente expresado 

en numerosos tejidos, incluidos los osteoblastos inmaduros y las células endoteliales dentro 

de la MO, las células epiteliales en muchos órganos, el sistema nervioso central y las células 

hematopoyéticas, para estimular los procesos fisiológico. La señalización de 

CXCL12/CXCR4 es esencial para mantener el conjunto de células hematopoyéticas 

progenitoras y también regula la unión de las células madre hematopoyéticas dentro del nicho 

de la médula ósea (42). 

Se ha observado que la sobre expresión de CXCR4 en blastos leucémicos y la activación del 

eje CXCL12/CXCR4 está involucrado en la progresión de la leucemia y la interrupción de la 
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hematopoyesis normal (43). También se ha asociado a un pronóstico pobre en los pacientes 

con LLA-B, esto potencialmente debido al papel de CXCR4 en el mantenimiento de las 

células leucémicas dentro la MO, activando vías que favorecen la supervivencia y 

crecmiento,  y la resistencia a la quimioterapia (44). 

DIAGNÓSTICO DE LA LLA 

Los pacientes con LLA desarrollan síntomas relacionados con la infiltración de 

blastos en la médula ósea, el sistema linfoide y sitios extramedulares (incluido el sistema 

nervioso central [SNC] y los testículos). Estos síntomas pueden incluir fatiga o letargo, 

síntomas constitucionales (p. ej., fiebre, sudores nocturnos, pérdida de peso), disnea, mareos, 

infecciones y moretones o sangrado. La trombocitopenia con conteo plaquetario menor a 

100,000 se presenta en el 75% de los pacientes. Aproximadamente el 40% de los pacientes 

pediátricos con LLA presentan niveles de hemoglobina menor a 7g/dL. Aunque un conteo 

de leucocitos mayor a 50,000/mm3 ocurre en el 20% de los casos, la neutropenia es definida 

como un conteo absoluto de neutrófilos menor a 500 y comúnmente se asocia con mayor 

riesgo a infección. En los niños, el dolor en las extremidades o las articulaciones puede ser 

el único síntoma de presentación. La presencia de linfadenopatía, esplenomegalia y/o 

hepatomegalia en el examen físico se puede encontrar en aproximadamente el 20% de los 

pacientes (45).  

Aunque los blastos periféricos con anemia y trombocitopenia sugieren fuertemente LLA, el 

diagnóstico definitivo se basa en el aspirado de médula ósea. La inmunofenotipificación 

mediante citometría de flujo multiparamétrica se ha convertido en el procedimiento estándar 

para el diagnóstico y la subclasificación de la LLA.  El consenso del Grupo Europeo para la 

caracterización inmunológica de las leucemias (EGIL) determina la presencia de al menos 

20% de blastos en médula ósea para considerar una leucemia (46).  

De acuerdo con clasificaciones internacionales en el linaje y la etapa de maduración, según 

el número y grado de especificidad de los antígenos expresados por las células leucémicas; 

80 a 85 % de los casos tiene inmunofenotipo de células B, mientras que casi 10 a 15 % 

muestra inmunofenotipo de células T. La leucemia congénita, una entidad distinta de la LLA 

típica, representa solo 3 % de las leucemias agudas, mientras que las leucemias de linaje 
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mixto, con propiedades de células de dos estirpes, constituyen aproximadamente 2 %.  La 

mayor contribución a la supervivencia libre de enfermedad está dada por un tratamiento 

adecuado de la enfermedad, basado en la estratificación de los pacientes por grupos de riesgo 

y la identificación de factores de recaída (45).  

En la actualidad, los indicadores pronósticos más útiles son el inmunofenotipo, la detección 

de enfermedad mínima detectable (MDR) y la respuesta a la terapia de inducción. El 

inmunofenotipo de las células leucémicas es uno de los factores que establecen el riesgo de 

recaída, que ocurre en 20 a 30 % de los pacientes, particularmente en las leucemias de linaje 

T y de linaje mixto (47).  

Tanto el origen, como su progresión, resultan de múltiples factores que incluyen los 

genéticos, microambientales, macroambientales e inmunológicos. En los casos de LLA de 

células precursoras B, el uso de anticuerpos anti-CD19 y anti-CD79a citoplasmáticos es el 

enfoque más potente para identificar el linaje de las células neoplásicas. Para determinar su 

grado de diferenciación se sugiere incluir a los anticuerpos anti-CD34, CD45, CD20 y CD38, 

mientras que para subclasificar la variante se recomienda la investigación de CD10, 

inmunoglobulina de superficie y cadenas μ citoplásmicas (48).  

La estratificación de los pacientes con LLA permite la identificación de características 

asociadas con el pronóstico de la enfermedad. Los pacientes suelen clasificarse de acuerdo 

con el riesfo a la falla en el tratamiento. Aquellos con características favorables podrán ser 

tratados con regimentes menos tóxicos, mientras que los regimenes o tratamientos serán más 

agresivos para aquellos con enfermedad de alto riesgo (14). 

Por lo tanto, características clínicas como la edad y el conteo de glóbulos blancos (WBC, por 

sus siglas en inglés), al diagnóstico, suelen ser criterios de estratificación de riesgo, de 

acuerdo con el Instituto Nacional de Cáncer (NCI, por sus siglas en inglés). Los pacientes 

entre 1 a10 años suelen considerarse de riesgo estándar, mientras que por arriba de 10 años, 

suelen presentar una enfermedad más agresiva. En parte por el alto rango de factores 

citogenéticos favorables en edades tempranas (1-10 años). El conteo inicial de WBC al debút, 

se ha asociado directamente con un aumento en el riesgo, >50,000/uL (49). 
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PROTEÍNAS DE CHOQUE TÉRMICO (HSPS) 

El retículo endoplásmico (RE) es un orgánulo unido a la membrana que es 

responsable del plegamiento, modificación y síntesis de proteínas secretoras y unidas a 

orgánulos. El proceso de síntesis y plegamiento de proteínas está altamente controlado, en 

particular, un gran número de proteínas dentro del RE son críticas para el control del 

plegamiento y ensamble de las proteínas que van naciendo, estás son conocidas como 

“chaperonas” e incluyen una amplia familia de proteínas no relacionadas (50). 

Las proteínas de choque térmico (HSPs) son una gran familia de proteínas tipo chaperonas 

que participan en el plegamiento y maduración de proteínas nacientes en el RE. Por lo que 

son reguladores significativos de la proliferación celular,la diferenciación y están implicadas 

en el desarrollo y progresión del cáncer ya que muchas de las proteínas sobre las que 

participan son oncoproteínas. Las HSPs son evolutivamente conservadas y expresadas de 

manera oblicua en todos los organismos en diferentes compartimentos subcelulares. Están 

involucaradas en procesos celulares como ensabmble de proteínas, secreción, transporte, 

translocacion y degradación de proteínas, así como regulación de factores de transcripción, 

especialmente replegando las proteínas mal plegadas (51).  

Las células tumorales con alta demanda metabólica requieren su participación para su 

supervivencia, participan tanto en el dearrollo del cáncer como en la modulación de la 

respuesta a la terapia citotóxica  (52).  

La respuesta de las HSPs se regula diferencialmente durante la carcinogénesis, por lo que 

estas proteínas pueden participar en la patogénesis de ciertos tipos de cáncer pero no en otros. 

No todas las chaperonas moleculares se sobreexpresan durante el desarrollo/formación del 

tumor, lo que sugiere que existen cambios moleculares específicos que producen la 

regulación a la alza o a la baja de HSPs específicas. Varios estudios informan sobreexpresión 

de Hsps en una amplia variedad de tumores sólidos humanos. Se ha observado que la sobre 

regulación está relacionada a una mayor resistencia a la quimioterapia (53). 
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PROTEÍNA 78KDA REGULADA POR GLUCOSA (GRP78) 

La proteína de 78kDa regulada por glucosa (GRP78), es un miembro de la familia de 

Proteínas de Choque térmico 70 (HSP70). Se encuentra en todos los eucariontes en la 

membrana interna del RE, facilitando el plegamiento de proteínas, siendo un control de 

calidad y regulando la Vía de respuesta a proteínas mal plegadas UPR (54–56). GRP78 

contiene diferentes dominios críticos para su localización y su función; el péptido señal en la 

región amino terminal permite su localización en el RE y el motivo KDEL en la región 

carboxilo terminal confiere la retención en este. Como chaperona, GRP78 posee un dominio 

ATPasa y un dominio de unión a sustrato, el cual facilita el plegamiento de las proteínas 

nacientes (Fig. 2). Condiciones de estrés en el RE conduce a la acumulación de proteínas 

incorrectamente plegadas  así como al incremento en la expresión de GRP78 y la liberación 

de los sensores de la vía UPR (PERK, IRE1 y ATF6) permitiendo su activación (56–58) (Fig. 

3).  

 

 

 

 

 

 

En condiciones de estrés, la sobreexpresión de GRP78 permite que una fracción 

escape a los receptores del motivo de retención KDEL y pueda translocar en la superficie 

celular. Por otra parte los receptores para este motivo, al estar completamente saturados 

permiten que GRP78 escape a la retención (59). Se ha propuesto que otro posible mecanismo 

para el transporte de GRP78 hacia la superficie celular puede involucrar la glicosilación del 

motivo KDEL o sitios adyacentes a este en la región carboxilo terminal (57). 

 

 
Fig. 2. Estructura proteica de GRP78.  La estructura de GRP78 está compuesta por una secuencia señal ER en el 

extremo amino, un dominio de ATPasa, un dominio de unión a sustrato y una secuencia de 4 péptidos, KDEL, en 

el extremo carboxilo. Creada con BioRender.  
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GRP78 Y CÁNCER 

La progresión del cáncer está caracterizada por células tumorales que proliferan 

rápidamente y que por lo tanto tienen un incremento en la síntesis de proteínas. Así la 

actividad del RE es requerida para facilitar el plegamiento, ensamble y transporte de 

proteínas de membrana y secretoras. Estas funciones son realizadas por proteínas chaperonas 

del RE (56). En la membrana plasmática de diversas líneas celulares tumorales tales como; 

Fig. 3.  GRP78 como regulador de la vía de respuesta a proteínas mal plegadas (UPR). La vía UPR consiste 

en una respuesta transcripcional y traduccional frente al estrés del RE, en donde GRP78 funciona como el regulador 

principal de las proteínas sensoras que componen la vía. La activación de los sensores; IRE1, PERK y ATF6 dan 

lugar a tres ramas separadas de la respuesta, las cuales tienen como objetivo liberar la acumulación de las proteínas 

en el RE y garantizar la homeostasis. IRE 1; Enzima 1que require serina/treonina-proteína quinasa/ 

endoribonucleasa inositol, PERK; quinasa del retículo endoplásmico tipo quinasa R, ATF6; factor de transcripción 

activador 6. Modificada de Adams C., et al. 2019. 

GRP78 Proteínas 
mal plegadas RE 
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SH-SY57 (neuroblastoma), LoVo (adenocarcinoma de colón), A549 (adenocarcinoma de 

pulmón) y Sup-B15 (leucemia linfoblástica agua de células B) se ha observado la presencia 

abundante de proteínas chaperonas como GRP78, GRP75, HSP70, HSP60, HSP54 y HSP27 

(60). Estas, al ser derivadas de células tumorales son reconocidas por células T tanto 

mediante receptores T tipo α, β como γ, δ. Se ha observado que la interacción entre las 

proteínas de choque térmico y los TLR (Gp96-TLR2/4) da como resultado la activación de 

genes reporteros NFkB. Además, HSP70 puede activar la vía de señalización del receptor IL-

1. Durante el reconocimiento del lipopolisacárido bacteriano por el sistema inmunológico se 

observa la formación de un complejo de receptores de señalización que incluyen a las 

proteínas de choque térmico 70 y 90, al receptor CXCR4 y el factor de diferenciación de 

crecimiento 5 (61–64). 

En el cáncer, la sobre regulación de GRP78 se asocia con un crecimiento agresivo e 

invasividad del tumor (58,65,66). Si bien GRP78 se considera tradicionalmente como una 

proteína del lumen del RE, han surgido estudios que muestran que GRP78 se puede detectar 

en otras compartimentos celulares que incluyen la superficie celular, el citosol, el núcleo y 

las mitocondrias (67). De estos, la proteína GRP78 en superficie celular (sGRP78) ha sido la 

más estudiada y particularmente relevante en el contexto tumoral, actuando como mediador 

y potencial blanco en la terapia (58). A diferencia de su papel en el RE en el procesamiento 

y plegamiento de proteínas nacientes, sGRP78 exhibe diferentes funciones en la superficie, 

donde regula vías de señalización oncogénicas críticas (68,69). GRP78 se traslada del RE a 

la superficie celular bajo estrés típico del microambiente tumoral, incluidas las condiciones 

de hipoxia y la depleción de glucosa, por otro lado las células cancerosas que han adquirido 

resistencia terapéutica expresan niveles más altos de sGRP78 que las células parentales 

sensibles (57,70).  

La expresión preferencial de GRP78 en la superficie de las células cancerosas, pero no en las 

normales in vivo, abre la posibilidad de utilizar sGRP78 en la terapia específica (70–73).  

GRP78 EN LA LEUCEMIA 
GRP78 proporciona señales de supervivencia y funciona como un co-receptor de 

crecimiento en la leucemogénesis. Se ha observado un incremento en el ARN mensajero de 
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GRP78 en blastos leucémicos de LLA-B y en células de leucemia linfocítica crónica (LLC), 

asociado a la recaída en la enfermedad, así como a la resistencia a la quimioterapia (74). 

El ratón “knockout” de GRP78 muestra proliferación reducida del compartimento de células 

HSCs, pérdida de progenitores linfoides y mieloides, así como disminución en las 

poblaciones linfoides maduras. Mientras que en el ratón “knockout” condicionante del 

sistema hematopoyético se observa un papel tanto en la leucemogénesis como en la 

supervivencia de las HSC (72). En estudios preclínicos, GRP78 induce señales oncogénicas 

mediante AKT y leucemogénesis en ratones PTEN-nulos y en superficie, sGRP78, se observa 

asociada a la proteína Cripto confiriéndole quiescencia a las células HSC (75). 

La vía UPR tiene un papel en múltiples estados en la ontogenia de los linfocitos B y es el 

regulador principal en la supervivencia y la quimioresistencia en linfoma y en LLA-B 

(76,77). Se ha observado una sobre expresión de GRP78 en clonas residuales de precursores 

leucémicos (76). 

Recientemente se ha observado la presencia de sGRP78 en blastos primarios en leucemia 

mieloide aguda (LMA) pero no en HPCs, lo que ha permitido el diseño de una terapia dirigida 

contra sGRP78 mediante células T con receptores quiméricos de antígenos (CAR-T) (73). 

 

LIGANDOS DE SGRP78  

En la superficie celular, GRP78, funciona como un multireceptor capaz de regular 

tanto la proliferación como la apoptosis celular (Fig.4) (78). Por lo que se han descrito 

diferentes ligandos endógenos solubles para este; alfa-2- macroglobulina (α2M) estimula la 

vía PI3K/AKT y MAPK promoviendo la proliferación celular (79). Mediante la proteína 

CRIPTO se activa la supervivencia celular suprimiendo la señalización de Smad2/3 en cáncer 

de próstata (80). En contraste, la unión del plasminógeno Kringle a sGRP78 induce la 

apoptosis en células endoteliales y tumorales mediante la activación de caspasa 7 en células 

de fibrosarcoma (81). Adicionalmente, mediante Par-4 se induce caspasa 8 y caspasa 3, los 

principales componentes de la vía extrínseca de apoptosis en la línea celular de cáncer de 

próstata, PC-3 (82).  
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En células endoteliales, la unión de la proteína Isthmin-1 (ISM1), una adipoquina, permite la 

internalización de un complejo ISM1-sGRP78, ocasionando disrupción en el transporte 

mitocondrial de ATP y finalmente apoptosis (83). De todos los ligandos de sGRP78, ISM1 

es el único secretado por células del sistema inmune. 

 

 

 

 

 

 

 

ISTHMIN 1 

Isthmin 1 (ISM1) es una proteína secretada que se identificó por primera vez en el 

cerebro de Xenopus laevis, en la región organizadora el isthmus, de donde toma su nombre 

(84). En el desarrollo ISM1 es parte del grupo de expresión del factor de crecimiento de 

sGRP78 sGRP78

Proliferación Celular Apoptosis

Fig. 4. Función de sGRP78 como receptor de señalización capaza de mediar proliferación y apoptosis 

celular. La unión de α2M a sGRP78 activa la vía PI3K/AKT, estimulando la vía PDK1/PLK1 para 

sobreregular la expresión de c-MYC y así la proliferación celular. Mientas que la unión de Cripto inhibe la 

activación de Smad2/3 mediada por TGF-β. La interacción de Isthmin-1 con sGRP78 promueve la apoptosis 

mediante la internalización del complejo formado, conduciendo a la inhibición del transporte ATP en la 

mitocondria. Otro ligando Par-4 activa la vía de caspasas 3 y 8 inducida por FADD activando la apoptosis 

celular. TGF-β; Factor de crecimiento transformante beta, MAPK; Proteína quinasa activada por mitógeno, 

PI3K; Fosfoinositol 3-cinasa, GSK3β; Glucógeno sintasa quinasa-3beta, AKT; Serina/treonina kinasa, 

PDDK1/PLK1; Proteína kinasa-1 dependiente de 3-fosfoinositida, c-MYC; Proto-oncogen Myc, ADP; 

Adenosín difosfato, ATP; Adenosín trifosfato, FADD; Proteína de dominio de muerte asociada a FAS. 

Modificado de Chen, J., et al. 2022. 
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fibroblastos 8 (FGF8), donde es necesaria para el correcto remodelamiento craneofacial (85).  

ISM1 posee dos dominios proteicos altamente conservados, un dominio de repetidos de 

trombospondina (TSR) y un dominio asociado a adhesión en MUC4 y otras proteínas 

(AMOP) (86). En mamíferos adultos se ha descrito que ISM1 se expresa abundantemente en 

la piel, el pulmón, el pericardio y en algunas células del sistema inmunológico como las NK 

DX5+NKp46+, las NKT y los linfocitos Th17, y se ha observado en circulación en el torrente 

sanguíneo (87). 

De los dos receptores que se han descrito para ISM1, uno de baja afinidad, es el dímero de 

integrinas αvβ5 (Kd=40 uM) que promueve la apoptosis inducida por integrinas y otro de alta 

afinidad, sGRP78 (Kd=8.6 nM) (83,88,89).  

Como ya se ha mencionado, el complejo ISM1-sGRP78 promueve la apoptosis mientras que 

el bloqueo con anticuerpos anti-GRP78 contra la región N-terminal reduce los niveles de 

apoptosis inducidos por ISM1 (90) (91). 

5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Las leucemias agudas (LAs) constituyen las neoplasias más frecuentes en la edad 

pediátrica. A nivel mundial, su incidencia se estima entre 20 a 35 casos por cada millón de 

habitantes al año. Sin embargo, en México, la incidencia es mayor, se estima que ocurren 

49.5 casos nuevos por millón (92). La leucemia linfoblástica aguda B (LLA-B) es el subtipo 

más común en individuos en edad pediátrica, a pesar  del uso de nuevos fármacos y dosis 

más elevadas, el resultado en el tratamiento de la LLA sigue siendo deficiente, las tasas de 

supervivencia libre de enfermedad oscilan entre el 30-40% en aquellos pacientes con 

rearreglos en el gen MLL (93) y los efectos secundarios a largo plazo incluyen daños en el 

desarrollo neurocognitivo y del sistema endócrino, además del impacto en los costos del 

tratamiento.  

Aún con el considerable progreso en el tratamiento de la leucemia linfoblástica aguda en la 

infancia, la recaía de la enfermedad es un problema persistente y díficil de resolver, ocurre 

con frecuencia en países en vías de desarrollo en donde se observan pocentajes mayores al 

30%. Por otro lado, la tasa de supervivencia es variable y no refleja apropiadamente el 
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impacto que tiene sobre cada niño en relación a la salud influenciada por el tipo de 

tratamiento (16). 

Por ello los estudios que permitan el descubrimiento de nuevos biomarcadores involucrados 

en el desarrollo y/o establecimiento de la leucemogénesis permitirán mejorar los resultados 

en el diagnóstico, pronóstico y tratamiento de la enfermedad.  

Ya que GRP78 en la superficie celular (sGRP78) se expresa selectivamente en células 

tumorales y su interacción con ligandos endógenos permite la activación de diferentes señales 

celulares asociadas a la migración, invasión, resistencia a la quimioterapia, así como a 

características troncales tumorales (90,94), es importante la evaluación de esta proteína en la 

leucemia infantil, en el desarrollo de la enfermedad, como biomarcador y potencial blanco 

terapéutico mediante el uso de proteínas endógenas.  

6. JUSTIFICACIÓN 

El procedimiento quimioterapeútico utilizado disminuye sensiblemente la calidad de 

vida de los individuos afectados y en general, los costos de los tratamientos médicos, 

incluyendo los cuidados que un paciente con leucemia requiere, son elevados. En este 

contexto, se ha estimado que en México, el valor de los medicamentos utilizados para tratar 

la leucemia puede ir entre los 5000 a los 7000 dólares (USD) por individuo (95), aunque en 

nuestro país a través del INSABI (antes Seguro Popular), el gobierno federal y la sociedad 

aportan recursos al Fideicomiso de Protección Social en Salud, canalizados para los 

medicamentos y el tratamiento médico de los menores de 18 años que padecen esta 

enfermedad, la investigación enfocada al descubrimiento de moléculas que permitan 

diagnosticar de manera temprana el establecimiento de la enfermedad, es fundamental para 

canalizar a los individuos diagnosticados a centros de salud de alto nivel para encausarlos en 

protocolos de observación y que puedan ser tratados de manera oportuna. De esta forma, se 

aumentaría la calidad de vida de los individuos que sufren esta neoplasia, disminuiría su tasa 

de mortalidad y a la par, habría una reducción en los costos de los tratamientos utilizados 

actualmente. Con el fin de mejorar la calidad de vida de los individuos que padecen leucemia, 

disminuir su tasa de mortalidad y simultáneamente, reducir los costos de los tratamientos 

utilizados actualmente; es importante enfocar el desarrollo científico al descubrimiento de 
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moléculas involucradas en el desarrollo y estavlecimiento de la leucemogénesis así como 

potencial blanco terapéutico . 

7. HIPÓTESIS 
La presencia selectiva de GRP78 en la superficie de células leucémicas de pacientes 

pediátricos permite su uso potencial como blanco terapéutico.  

8. OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL  
Evaluar el papel de GRP78 como blanco terapéutico en la leucemia aguda infantil. 

OBJETIVOS PARTICULARES  
1. Evaluar la expresión de GRP78 en la superficie celular (sGRP78) de líneas celulares 

de leucemia linfoblástica aguda (Sup-B15, RS4;11 y Reh) . 

2. Evaluar la expresión de sGRP78 en células mononucleares obtenidas de médula ósea 

y sangre periférica de pacientes pediátricos con leucemia linfoblástica aguda (LLA) 

al diagnóstico y de individuos control. 

3. Analizar la expresión de sGRP78 junto con los marcadores: CD45, CD34, CD38, 

CD19, CD10 y CXCR4, en la misma célula.  

4. Evaluación in vivo de la capacidad migratoria de células sGRP78+ en un modelo de 

xenotrasplante con el uso de ratones BALB/c-nude. 

5. Determinar los niveles de la proteína Isthmin (ISM1) en plasma de la pacientes LLA 

e individuos control. 

6. Evaluación in vitro de apoptosis en céulas sGRP78+ mediada por ISM1. 

 

 

9. MATERIALES Y MÉTODOS 

OBTENCIÓN DE MUESTRAS 
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Muestras de pacientes. Se obtuvieron 43 muestras de médula ósea (MO) y 26 muestras de 

sangre periférica (SP) de pacientes pediátricos (<18 años) con diagnóstico de leucemia 

linfoblástica aguda (LLA) del Hospital Infantil de México Federico Gómez y del Hospital 

Pediátrico de Moctezuma, de acuerdo con las guías Internacionales e Institucionales, sin 

algún tratamiento previo.  

Clasificación de los pacientes. De acuerdo con las guías Romo del Instituto Nacional de 

Cáncer (NCI) se establecieron los criterios para la clasificación de riesgo, se consideró de 

alto riesgo alto (HR) a individuos con un conteo leucocitario ≧50x109/L o ≧10 años y de 

riesgo estándar (SR) a aquellos con un conteo leucocitario <50x109/L y edad de 1<10 años.  

Muestras de individuos control (CTL). Se obtuvieron células mononucleares de biopsia de 
cadera de 4 pacientes < 18 años y 9 muestras de sangre periférica, como parte del protocolo 
para cirugía de cadera, sin diagnóstico hemato-oncológico.  

DECLARACIÓN ÉTICA 

En el presente estudio sólo se utilizaron los remanentes de las muestras, el protocolo de 

investigación fue aprobado por el comité de ética del Hospital Infantil de México Federico 

Gómez (HIM-2016-023) y del Hospital Pediátrico de Moctezuma (2016-01-3385). Pacientes 

y tutores legales autorizaron participar en el estudio de acuerdo con el consentimiento 

informado firmado. El estudio fue realizado de acuerdo con la Declaración de Helsinki. 

LÍNEAS CELULARES 

Se utilizaron líneas celulares de leucemia linfoblástica aguda (LLA); SUP-B15, RS4;11 y 

Reh de la American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, USA). La SUP-B15 

es una línea celular de LLA-B, aislada de médula ósea de un individuo pediátrico (8 años) 

con arreglo cromosómico t(9;22). Mientras que RS4;11 es una línea LLA de médula ósea, 

establecida de un individuo adulto 32 años, con t(4;11). Reh corresponde a una línea celular 

obtenida de sangre periférica de un paciente LLA-B de 15 años, con arreglo cromosómico 

t(12;21). Las líneas celulares fueron cultivadas en medio IMDM, RPMI 1640, suplementado 

con 5% de suero fetal bovino (SFB), 1% de antibiótico estreptomicina-penicilina, siguiendo  

las guías de ATCC y mantenidas en incubación a 5% CO2 37ºC, hasta su uso. 
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AISLAMIENTO DE CÉLULAS MONONUCLEARES 

Se aislaron células mononucleares (MNC) de médula ósea y sangre periférica mediante 

gradiente de densidad utilizando la solución Ficoll-Paque. En tubos de polipropileno se 

colocó un volumen de 1 a 2 mL de medio de separación Ficoll-High Paque y se agregó 

muestra de MO o SP con PBS 1x (volumen 1:1), cuidando no mezclar el medio de separación 

con la muestra, se realizó una centrifugación a 800xg por 30 min. Las MNCs fueron 

colectadas tomando el anillo formado entre ambas fases. Posteriormente se colocaron en un 

tubo de polipropileno nuevo y se realizaron dos lavados de 5mL con PBS 1x para ser 

centrifugadas a 800xg por 5min. Finalmente se evaluó la viabilidad en las células obtenidas 

mediante el colorante de exclusión azul tripán y un conteo en cámara de neubauer, en el 

microscopio óptico. 

CITOMETRÍA DE FLUJO MULTIPARAMÉTRICA 

Para determinar la presencia de sGRP78 junto con los marcadores CD34, CD38, CD10, 

CD19 y CXCR4 en las células leucémicas se colocaron de 1-2 x 106 células en 200 uL de 

PBS 1x, en hielo y se añadieron anticuerpos, se homogenizaron y se incubaron por 30min en 

oscuridad. Las células fueron lavadas con PBS 1x y se centrifugaron a 800xg por 5min, al 

menos 2 veces. Finalmente fueron adquiridas en el citómetro CytoFLEX LX (Beckman 

Coulter). La colección de datos y el análisis se realizó mediante el software CytExpert. Para 

la tinción se utilizaron los siguientes anticuerpos anti humano: AF488 anti-GRP78 (clona: 

C38), AF700 anti-CD45 (clona: HI30), APC anti-CD34 (clona: 561), PE/CY7 anti-CD38 

(clona: HB-7), PerCP/Cy5.5 anti-CD19 (clona: HIN19), PE/Dazzle anti-CD10 (clona: 

HI10a), Violeta brillante 421 anti-CD184 (clona: 12G5) y el kit de viabilidad Zombie 

Aqua™, siguiendo las recomendaciones del fabricante (Biolegend). 

MICROSCOPIA DE FLUJO 

Para corroborar la expresión de más de un marcador en la misma célula se realizó 

microscopía de flujo. 1x106 células de MO se incubaron con anticuerpo anti GRP78 humano 

acoplado a AF488 y anti CD34 humano acoplado a APC, en 200 uL de PBS 1x en hielo, 
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durante 30min en oscuridad. Las células fueron lavadas con PBS 1x y se centrifugaron a 

800xg por 5min. Las imágenes fueron capturadas usando el equipo Amnis ImageStream 

Mark II (EMD Millipore) a 60x y analizados con el software Amnis IDEAS.  

ANÁLISIS DE AGRUPACIÓN FLOWSOM Y DE DISTRIBUCIÓN T-SNE 

Se realizó un análisis de alta dimensión para visualizar el conjunto de todos los datos 

obtenidos por citometría de flujo multiparámetrica en la misma célula. Una vez que las 

muestras fueron adquiridas por citometría de flujo, se analizaron los datos excluyendo dobles 

eventos y se realizó el análisis sobre la población viva CD45+ en cada muestra, considerando 

40,000 eventos, los cuales fueron exportados utilizando el software CytExpert 2.0. Los 

archivos FACS previamente procesados y compensados fueron cargados y analizados con el 

Studio R mediante los programas Flow Core, Flow Vix, Flow SOM y CATALYST (96,97). 

El análisis de vecinos estocásticos distribuidos en t (tSNE) se basó realizó sobre 2000 células 

vivas, teñidas con los marcadores CD19, CD10, CD34, CXCR4 y GRP78. Se seleccionaron 

2000 células al azar en cada muestra. 

ENSAYO DE VIABILIDAD DE LAS CÉLULAS DE PACIENTES LLA-B INFUNDIDAS 

EN RATONES BALB/C 
La viabilidad de las células LLA utilizadas en el ensayo de xenotrasplante se determinó con 

el uso del colorante lipofílico Dil. Se obtuvieron 1x106 células de pacientes de alto riesgo y 

se incubaron con 5µL de colorante, durante 20min a 37ºC. Posteriormente, se introdujeron 

vía subcutánea en un ratón BALB/c nude y luego de 4 semanas fueron recuperadas de médula 

ósea. Las células recuperadas fueron lavadas con medio RPM1 y se centrifugaron a 1500rpm 

por 5min y analizadas mediante citometría de flujo. 

ESPECIFICIDAD DE LOS ANTICUERPOS ANTI HUMANO EN RATÓN BALB/C 
Se analizó la especificidad de los anticuerpos anti-GR978, anti-CD45 anti-CD34 y anti-

CXCR4, antihumano que posteriormente serían utilizados para el reconocimiento de las 

células en el ensayo de xenotrasplante. Se obtuvieron de 300,000-50,000 células de médula 

ósea de ratones BALB/C y se incubaron con anticuerpos AF488 anti-GRP78 (clona: C38), 

AF700 anti-CD45 (clona: HI30), APC anti-CD34 (clona: 561) y violeta brillante 421 anti-
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CD184 (clona: 12G5) por 30min, en frío. Las células fueron lavadas 2 veces con PBS1x, 

SFB 3% para ser adquiridas en el citómetro CytoFLEX LX (Beckman Coulter). La colección 

de datos y el análisis se realizó mediante el software CytExpert. 

ENSAYO DE XENOTRASPLANTE 

Para evaluar la capacidad de diseminación de las células leucémicas; 250,000-500,000 

células sGRP78+ fueron separadas mediante el uso de FACS Aria IIu, y fueron colocadas en 

100uL de RPMI con 100uL de matrigel, la suspensión fue infundida subcutáneamente en el 

dorso de cada ratón de la cepa BALB/c nude (n=3). Los ratones fueron examinados 

diariamente y luego de 3 semanas posterior al xenotrasplante, se obtuvieron células de la 

médula ósea y del ganglio linfático, las cuales fueron analizadas por citometría de flujo. El 

análisis multiparamétrico se llevó a cabo sobre la región CD45+ humano y se analizaron los 

siguientes marcadores; GRP78, CD34 (581) y CXCR4 (12G5).   

DETERMINACIÓN DE NIVELES DE ISM1 EN PLASMA 

Los niveles de SM1 fueron evaluados en plasma obtenido de médula ósea y de sangre 

periférica mediante ELISA sandwich utilizando el kit BioLegend´s LEGEND MAXTM. El 

ensayo se realizó de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La absorbancia se 

determinó a 450nm en los primeros 30min.  

EVALUACIÓN DE APOPTOSIS   
Para el ensayo de apoptosis, se colocaron 250,000 células/pozo de la línea celular SupB15, 

en placas de 24 pozos en medio IMDM suplementado con 5% SFB y se incubaron por 24h a 

37ºC, 5% CO2, con PBS 1X ó 2000pM, 4000pM, 6000pM y 20ng/uL de ISM1 recombinante 

(ISM1r). Luego se realizó una tinción multiparamétrica con anticuerpo anti-Anexina 

(BV510), las muestras fueron adquiridas en el citómetro CytoFLEX LX (Beckman Coulter). 

La colección de datos y el análisis se realizó mediante el software CytExpert. 

 

 



 

 

34 

ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Los datos fueron analizados usando el software Prism V3.02 (GraphPad). La diferencia entre 

los grupos fue establecida mediante pruebas no paramétricas considerando valores 

significados aquellos con valor de <0.05.
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10. RESULTADOS 

UNA ALTA PROPORCIÓN DE CÉLULAS LEUCÉMICAS DE MÉDULA ÓSEA 

EXPRESAN GRP78 EN LA SUPERFICIE. 

En el presente estudio se incluyeron 43 pacientes con LLA-B al diagnóstico; el 42% 

fue de riesgo estándar de acuerdo y el 58% de riesgo alto, el porcentaje de pacientes 

femeninos y masculinos fue del 24% y 18%, y del 32% y 26%, respectivamente. Los rangos 

de edad fueron de 1-7 años para el grupo de RE y de 2-17 años para el de AR. El conteo 

leucocitario en RE fue de ≤50x103 Leucos/uL y 60-97% de blastos en MO mientras que de 

RA fue de >50x103 Leucos/uL y 56-100% (Tabla 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se evaluó la expresión de GRP78 en la superficie de 3 líneas celulares de leucemia 

linfoblástica aguda; RS4;11, Reh y SUP-B15 mediante citometría de flujo (Fig. 5A). En las 

líneas celulares se observó que la expresión de sGRP78 en las células SUP-B15 fue del 90% 

mientras que en las líneas celulares Reh y RS4;11, sGRP78% solo se expresó en un 1% 

(Fig.5B), sugiriendo que la expresión de sGRP78 varia de acuerdo con la línea celular 

leucémica evaluada. Para analizar la presencia selectiva de sGRP78 en células leucémicas, 

Riesgo Estándar
(n=18)

Riesgo Alto
(n=25)

Edad (años) 1-7 2-17

Sexo (%)

F 24 32

M 18 26

Leucocitos (uL) ≤50x103 >50x103

Alteraciones 
genéticas (%) 18.75 --

Blastos (%) 60-97 56-100

Tabla 1. Características de los pacientes LLA-B. 
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se tiñeron células de MO de pacientes pediátricos con LLA-B al diagnóstico y se compararon 

con células de médula ósea de individuos control (MO-CTL) (Fig. 5C-D).  Se observó una 

elevada proporción de células CD45+ sGRP78 en los individuos LLA-B con respecto a los 

individuos CTL (Fig. 5D), la cual fue estadísticamente significativa p<0.0001.  
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Fig. 5. Expresión de sGRP78 en células de médula ósea de pacientes pediátricos con LLA-B de reciente 

diagnóstico y líneas celulares de leucemia linfoblástica aguda. (A) Tinción superficial con anticuerpo anti-

GRP78 en 3 líneas celulares de leucemia linfoblástica aguda; RS4;11, Reh y SUP-B15. (B) Se muestra la 

representación estadística de las células sGRP78+ en las líneas de células leucémicas evaluadas (n=3), el 

análisis estadístico se realizó mediante ANOVA unidireccional, p < 0,0001. (C) Estrategia de selección para el 

análisis de células sGRP78+ en células mononucleares (MNC) de médula ósea de individuos pediátricos con 

LLA-B versus células de médula ósea de individuos control (MO-CTL). (D) Representación estadística de las 

células sGRP78+ en MO-CTL (n = 4) y B-ALL (n = 43). El análisis estadístico se realizó mediante la prueba 

U de Mann-Whitney de dos colas, *p < 0,05, **p < 0,01. 
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Posteriormente se estratificó a los pacientes LLA-B de acuerdo con el riesgo tomando en 

cuenta la edad, el conteo de blastos y leucocitos al diagnóstico y se analizó si la presencia de 

las células sGRP78+ se asociaba al riesgo, en donde se observó una mayor propoprción de 

células sGRP78+ en pacientes con RE y RA comparado con el grupo CTL (p=0.01 y p=0.05, 

respectivamente) (Fig. 6A), sin embargo no se observó asociación de la presencia de células 

sGRP78+ con estado de diferenciación, el porcentaje de blastos o el conteo leucocitario en 

SP (Fig. 6B-D). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 6. Análisis de la población sGRP78+ de acuerdo con el riesgo, blastos y leucocitos al diagnóstico. 

(A) Se evaluó la asociación de células sGRP78+ en MO de acuerdo con el riesgo, el estado de diferenciación 

(B), la presencia de blastos en SP (C) y el número de leucocitos en SP (D). El análisis estadístico se realizó 

mediante la prueba U de Mann-Whitney de dos colas, *p < 0,01, **p < 0,05.  
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LOS INDIVIDUOS CON LLA-B DE ALTO RIESGO PRESENTAN CÉLULAS 

SGRP78+ CON EXPRESIÓN DE MARCADORES CD34, CD38, CD10 Y CXCR4 

Para caracterizar la población sGRP78+ en la LLA-B, se realizó una tinción 

multiparamétrica con anticuerpos contra GRP78 y marcadores utilizados en el diagnóstico 

de la leucemia por citometría de flujo: CD34, CD38, CD19, CD10 y CXCR4, en células 

MNC obtenidas de MO (Fig.7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La presencia de células positivas para más de un marcador fue corroborada por la técnica de 

microscopía de flujo, para GRP78 y CD34 en dos pacientes LLA-B, uno de RA y otro de RE. 

En donde se observó una población mayor de células sGRP78+ CD34+ en MO en el paciente 

de RA con respecto al paciente de RE (70.7% vs 23.8%) (Fig. 8A,B). 

 

 

Fig. 7. Tinción multiparamétrica de la coexpresión de células sGRP78+ con los marcadores CD34, 

CD10, CD38, CD19 y CXCR4. (A) Figura representativa de la tinción superficial de células de MO de 

pacientes LLA-B con anticuerpos anti-GRP78, anti-CD34, anti-CD10, anti-CD38, anti-CD19 y anti-CXCR4. 

La imagen fue obtenida con el software de análisis CytExpert.  
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Al realizar el análisis gráfico de los datos previamente obtenidos: CD34, CD38, CD10 y 

CD19 en la población sGRP78+, se observó que la proporción de células sGRP78 que 

coexpresan CD34, CD38 CD10 y CXCR4 es mayor en el grupo RA con respecto al RE 

(p<0.01, p<0.05, p<0.001, p<0.01, respectivamente), sin embargo, no se observaron 

diferencias en la proporción de células CD19+ sGRP78 entre los grupos (Fig. 9 A-E).  
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el software Amnis II. (B) Porcentaje de la población sGRP78+ CD34+ obtenida en ambos pacientes. 
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ANÁLISIS DE ALTA DIMENSIÓN DE LA POBLACIÓN SGRP78+ CON LOS 

MARCADORES CD34, CD38, CD10 Y CXCR4 EN LA MISMA CÉLULA, DE 

ACUERDO CON EL RIESGO DE LOS PACIENTES LLA-B.  

Ya que se había observado una expresión diferencial de más de un marcador en la población 

LLA-B de MO entre ambos riesgos por citometría de flujo multiparamétrica, se decidió 

visualizar mediante la prueba t-SNE la expresión de todos los marcadores CD34, CD38, 

CD10, CD19 y CXCR4) en la misma célula en la población sGRP78+.  Se analizaron los 

componentes celulas en MO de 5 pacientes de RE y 6 de RA. Se generaron grupos de acuerdo 

con los niveles de expresión de los marcadores analizadas. De los 10 grupos generados, dos 
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Fig. 9. Gráfica de la población sGRP78+ CD34+, CD38+, CD10+, CD19+ y CXCR4+ de acuerdo con 

el riesgo. (A-E) Evaluación de células sGRP78+ con los marcadores CD34+, CD38+, CD10+, CD19+ y 

CXCR4+, obtenidas de MO de pacientes LLA-B de RE. El análisis estadístico se realizó mediante la prueba 

U de Mann-Whitney, *p<0.01, **p<0.05 y ***p<0.001. 
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mostraron los niveles más altos de expresión de sGRP78, el grupo 2 y el 9, representando el 

34.26% y 17.41% de todas las células analizadas, respectivamente (Fig. 10A). Ya que el 

grupo 2 fue el más destacado de los 10 grupos generados, se analizó la distribución de este 

en las muestras observándose que se encontraba asociados en las muestras de riesgo alto (Fig. 

10B). Por otro lado, el grupo 9 estuvo asociado a las muestras de riesgo estándar (Fig. 10B). 

La distribución de los marcadores individuales a lo largo de las muestras confirmó que 

sGRP78, CXCR4, CD10 y CD19 se encontraban enriquecidos en el grupo 2 en comparación 

del grupo 9. Mientras que CD34 y sGRP78 estuvieron en el grupo 9 con niveles de expresión 

bajos de CXCR4 (Fig. 10C). Además, en otros 3 grupos se observaron niveles elevados de 

CD38 con baja expresión de CD34 (grupos 3, 8 y 10), dos de ellos con poca o casi nula 

expresión de sGRP78 (grupo 3 y 8), los cuales fueron observados solamente en las muestras 

de pacientes de riesgo estándar (Fig. 10C). 
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Fig. 10. Reducción dimensional de los datos de citometría de flujo de pacientes con LLA estándar 

y de alto riesgo. (A) Organización de grupos y mapa de calor de las intensidades de marcador medianas 

de los marcadores de linaje y sGRP78. (B) t-SNE basado en los 10 clústeres obtenidos por FlowSOM 

que comparan el grupo de RE vs RA. (C) Grupos de expresión de cada marcador por grupo de riesgo. 

Los mapas de calor se construyeron utilizando herramientas de análisis de datos de citometría 

(CATALYST). https://bioconductor. org/packages/3.10/bioc/html/CATALYST.html. 
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LAS CÉLULAS LEUCÉMICAS CIRCULANTES EXPRESAN SGRP78 Y CXCR4 

Ya que las células leucémicas tienen la capacidad de migrar de médula ósea a otros 

tejidos periféricos, se evaluó si las células sGRP78+ podrían encontrarse en sangre periférica 

en los pacientes. Por lo que se evaluó la presencia de sGRP78 mediante citometría de flujo 

en muestras de SP de pacientes LLA-B al diagnóstico y en SP de individuos CTL. Se 

observóla presencia de células sGRP78+ circulantes en SP de individuos con LLA-B, la cual 

fue significativamente mayor con respecto a los individuos CTL (p=0.01) (Fig. 11A,B). Al 

estratificar por grupo de riesgo en los pacientes con LLA-B, se observó que la frecuencia de 

la población sGRP78+ en circulación, es mayor en el grupo de RA vs CTL (p=0.01) 

(Fig.11C). Debido a que CXCR4 es un receptor que confiere migración celular se evaluó su 

expresión en la población sGRP78+ y se observó que la proporción de células CXCR4+ 

sGRP78+ es mayor en los individuos LLA-B de RA con respecto a los LLA-B RE (p=0.01) 

(Fig. 11D,E).  
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Fig. 11. Las células sGRP78+ CXCR4+ están presentes en la sangre periférica de pacientes pediátricos con 

LLA-B recién diagnosticada. (A) Células vivas de SP de pacientes con LLA-B y CTL se tiñeron con anti-CD45 

y anti-GRP78. (B) Representación estadística de células sGRP78+ en pacientes y controles con LLA-B. (C) Se 

representan los porcentajes de células sGRP78+ de acuerdo con el riesgo. (D) Las células vivas de SP se tiñeron 

con anticuerpos anti-CD45, anti-GRP78 y anti-CXCR4. Se representan los gráficos de un paciente RE (izquierda) 

y un paciente de RA (derecha). (E) Gráfica de la proporción de células sGRP78+ CXCR4+ en RA y RE en SP. 

Datos son las medianas más los rangos. El análisis estadístico se realizó mediante la prueba U de Mann-Whitney 

de dos colas, **p < 0,01, ***p < 0,001. 
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EVALUACIÓN DE CÉLULAS LEUCÉMICAS SGRP78+ EN UN MODELO DE 

XENOTRASPLANTE 

Debido a los resultados anteriores en donde se observó la presencia de células 

sGRP78+ CXCR4+ en muestras de pacientes de alto riesgo, tanto en médula ósea como en 

sangre periférica, se decidió evaluar si estas pudieran migrar y diseminarse. Se infundieron 

500,00 células de MO totales vía subcutánea, teñidas con colorante vital DiL, de un paciente 

con LLA-B de RA en un ratón BALBc/nuce y luego de 4 semanas se evaluó la presencia de 

estas células en médula ósea y ganglios linfáticos del ratón, se observó que estás eran viables 

y se localizaban tanto en ambos sitios (Fig. 12). 
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Fig. 12. Estrategia experimental de células humanas de MO un paciente LLA-B infundidas vía 

subcutánea en un ratón BALB/c. Se observaron células CD45h+ vivas y positivas para el colorante de 

viabilidad DiL, en la médula ósea del ratón, luego de ser infundidas vía subcutánea, a las 4 semanas. 



 

 

46 

Se realizó un ensayo para evaluar la especificidad de los anticuerpos anti humano; anti-
GRP78, anti-CXCR4 y anti-CD34 en células de médula ósea de ratones BALB/c (Fig. 13). 
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Para evaluar la capacidad de migración de las células sGRP78, se purificaron células 

sGRP78+ vivas de pacientes con LLA-B de RA mediante citometría de flujo acoplada a sort 

y se infundieron vía subcutánea en ratones BALB/c nude (Fig. 14A). Luego de 3 semanas 

del xetrasplante se analizó la población de células hematopoyéticas humanas sobre la región 

CD45 humano (CD45h) en células obtenidas de médula ósea y ganglio de los ratones, y sobre 

esta la expresión de GRP78, CXCR4 y CD34 (Fig. 14B-D). Del 60-100%- de las células 

humanas recuperadas expresaban sGRP78+, tanto en MO como en ganglio (Fig. 14E,G). 

Mientras que la proporción de células que expresaban CD34 fue >10% en MO y en gánglio 

del 40-60%. En relación a CXCR4, los niveles de expresión en MO fueron del 15-100% en 

MO y del 5-20% en ganglios (Fig. 14E,G).  
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 Fig. 14. Células sGRP78+ de pacientes LLA-B RA infundidas vía subcutánea en ratones desnudos 

BALB/c son capaces de migrar a MO y ganglios. (A) Estrategia experimental del ensayo de 

xenotrasplante. (B-D) Evaluación de células recuperadas de MO y ganglio de ratones BALB/c, sobre 

la región CD45 humano (CD45h) y la proporción de los marcadores GRP78, CD34 y CXCR4, en esta 

población. (E,F) Representación gráfica en porcentajes y números totales de células GRP78, CD34 y 

CXCR4 evaluadas sobre la población CD45h recuperadas de MO de los ratones BALB/c. (G,H) 

Representación gráfica en porcentajes y números totales de células GRP78, CD34 y CXCR4 evaluadas 

sobre la población CD45h recuperadas de ganglios de los ratones BALB/c, luego de 3 semanas.  
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DETERMINACIÓN DE LOS NIVELES DE ISTHMIN 1 (ISM1) EN PACIENTES LLA-
B 

De los ligandos endógenos que activan la apoptosis vía sGRP78, ISM1 es expresado 

por células del sistema inmune (NK) y los niveles de esta no han sido descritos en la LLA. 

Se detectaron los niveles de ISM1 mediante el ensayo de Elisa Sandwich, en muestras plasma 

de SP y MO de pacientes pediátricos con LLA-B al diagnóstico y  de SP de individuos 

control. Se observó que los niveles de ISM1 en SP de los pacients  LLA-B se encontraban 

disminuidos en comparación con los niveles de ISM1 en individuos sanos (Fig.15A). Se 

correlacionó la proporción de células sGRP78+ con los niveles de ISM1 en MO de pacientes 

LLA-B y se observó una correlación negativa (r = - 0.55) (Fig.15B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 15. Determinación de los 
niveles de ISM1 de individuos 
LLA-B e individuos sanos, en 
sangre periférica. (A) Gráfica 
comparativa de los niveles de ISM1 
de pacientes LLA-B vs CTL, 
mediante la prueba de t-student, 
p<0.05. (B) Análisis de correlación 
entre la proporción de células 
sGRP78+ con los niveles de ISM1, 
en MO de pacientes LLA-B (prueba 
de spearman, r= -0.55, p=0.018).  
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EVALUACIÓN APOPTOSIS EN CÉLULAS SGRP78+ MEDIANTE ISM1 

RECOMBINANTE (ISM1R) 

Para evaluar el efecto pontencial de apoptosis de ISM1 sobre células GRP78+ se 

realizó un ensayo exploratorio en celulas de la líena celular Sup-B15 incubadas con ISM1r 

con diferentes concentraciones (2000pM, 4000pM 6000pM y 20ng/uL), durante 24h. 

Posteriormente, las células fueron teñídas contra anexina y analizadas por citometría de flujo 

(n=2) (Fig.16 A). De las concentraciones evaludas solo se observó mayor proporción de 

células anexina positivas con 20ng/uL comparado con las células CTL (p<0.0001) (Fig. 

16B). 
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 Fig. 16. Ensayo de apoptosis en células Sup-B15 tratadas con ISM1 recombinante. (A) Histograma de 
células Sup-B15 tratadas con PBS1X, 2000PM, 4000PM, 6000PM y 20ng/uL de ISM1r, durante 24h. (B) 
Gráfica de los porcentajes de células Sup-B15 anexina positivas. One way ANOVA p<0.0001. 
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11. DISCUSIÓN 

Recientemente se ha observado que GRP78 juega un papel importante en la 

supervivencia y muerte en células tumorales (56,98). De manera interesante, se ha señalado 

que GRP78 es un marcador de superficie celular (sGRP78) en las células tumorales tipo 

troncal (90). Además sGRP78 ha sido asociado con la recaída a la enfermedad en la leucemia 

mieloide sugiriendo que su presencia juga un rol en el mantenimiento de las células 

leucémicas en esta enfermedad (99).  

Sin embargo, se desconoce si sGRP78 puede estar relacionado a la leucemia linfoblástica 

aguda infantil al diagnóstico y si pudiera funcionar como potencial blanco terapéutico. 

Utilizando citometría de flujo multiparamétrica, en el presente trabajo se investigó la 

presencia de GRP78 en la superficie de líneas celulares de leucémica aguda y se confirmó 

que sGRP78 se encontraba enriquecida en la línea celular Sup-B15 como se había observado 

por análisis proteómico (100), sólo una pequeña proporción en las líneas celulares Reh y 

RS4;11 expresan sGRP78, sugiriendo que las características particulares de cada línea 

pueden influir en la expresión de GRP78 a la membrana celular. Dado que la línea celular 

Sup-B15 fue establecida de un paciente con recaída secundaria, se hipotetizó que sGRP78 

podía estar asociado con la leucemia de alto riesgo.  

En este estudio se encontró que la mayoría de las muestras de MO analizadas contenían una 

fracción celular con elevada proporción de células sGRP78+ que, al estratificar por riesgo al 

paciente, esta población se asoció a riesgo alto. 

 Lo anterior, como en otros estudios, podría reflejar la respuesta de la vía UPR en las células 

leucémicas, las propiedades de agresividad y resistencia al tratamiento así como el desenlace 

a recaída, como ha sido observado en otros tipos de cáncer (101,102). Además, puede indicar 

que las células sGRP78+ pueden ser seleccionadas para sobrevivir una vez que el tratamiento 

es iniciado (103,104).  

Los resultados aquí presentados sugieren que la presencia de sGRP78 puede estar 

intrínsecamente asociada con los estados tempranos en la leucemia. Adicionalmente, la 

expresión de sGRP78 está ligada a la supervivencia de las células troncales hematopoyéticas 
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y se ha propuesto como un regulador de pluripotencialidad y oncogénesis en otros tipos 

celulares (90,99). Al evaluar la presencia de marcadores del desarrollo de células B, tales 

como, CD34, CD38 y CD10 en conjunto con sGRP78, se encontró que las células sGRP78+ 

de los pacientes de alto riesgo coexpresan dichos marcadores de manera significativa 

comparadas con las obtenidas de los pacientes de riesgo estándar, lo que sugiere que los 

pacientes de alto riesgo tienen proporciones mayores de células leucémicas sGRP78+ 

primitivas potenciales que pueden representar una leucemia linfoblástica agua de células 

precursoras de linfocitos B (105). Con el uso de la citometría de flujo combinada con un 

análisis dimensional alto, observamos un grupo distintivo de células que son CD10+ CD19+ 

CXCR4+ sGRP78+ (grupo 2) asociado con leucemia infantil de alto riesgo al momento del 

diagnóstico. Además, un grupo distintivo (grupo 9) observado en el grupo de riesgo estándar 

compartió marcadores leucémicos como CD34 y sGRP78, con baja expresión de CXCR4. 

Por lo tanto, por primera vez se mostró que la presencia tanto de sGRP78 como de CXCR4 

está asociada con la leucemia de alto riesgo al momento del diagnóstico, pero no con la 

leucemia de riesgo estándar.  

Además, se observaron dos grupos con CD38 elevado, pero CD34 bajo en el grupo de riesgo 

estándar (grupo 3 y 8), curiosamente ninguno de ellos mostró una expresión marcada de 

sGRP78. Este hallazgo respalda datos previos que indican que el subconjunto CD38+ CD34- 

se asocia con un mejor pronóstico en la LLA-B (106). 

Al evaluar si las células LLA sGRP78 se encontraban en circulación se observó que las 

células sanguíneas de pacientes con leucemia también expresaban sGRP78, sin que esto 

estuviera asociado al número de blastos o al número de leucocitos presentes al diagnóstico. 

El subconjunto de células sGRP78+ CXCR4+ se enriqueció en el grupo de alto riesgo de 

forma similar a los hallazgos observados en las células de médula ósea. Por lo tanto, la 

presencia de células sanguíneas leucémicas sGRP78+ CXCR4+ puede indicar que este 

subconjunto podría invadir tejidos periféricos como se ha observado en tumores sólidos 

(107,108).  

Ya que GRP78 facilita la invasión y establecimiento de células cancerosa, se analizó si las 

células leucémicas sGRP78+ podían diseminarse en un modelo de xenotrasplante (109). Se 
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encontró que las células sGRP78+ inyectadas subcutáneamente migraron y sobrevivieron, 

por al menos, 3 semanas en los ratones trasplantados, también fueron detectadas en médula 

ósea y ganglios. Aunque los porcentajes y los números absolutos de células recuperadas de 

los xenoinjertos fueron mixtos, probablemente debido a cambios en el fenotipo de las células 

trasplantadas o capacidades migratorias alteradas influenciadas por el eje CXCL12/CXCR4 

(110,111); la mayoría de las células CD45+ humanas vivas mantuvieron la expresión de 

sGRP78 y una proporción menor mantuvo la expresión de CD34 y CXCR4. Aunque se han 

utilizado varios modelos de ratón para analizar la capacidad de diseminación, localización y 

formación de tumores de las células leucémicas (112), los resultados también respaldan que 

los ratones inmunodeficientes desnudos BALB/c podrían usarse para estudiar el proceso de 

diseminación de la leucemia aguda mediante inyección subcutánea. 

En conjunto, proponemos que sGRP78 es un marcador de superficie probablemente asociado 

con el fenotipo migratorio y similar a un fenotipo tipo troncal de las células leucémicas de 

pacientes pediátricos con LLA-B al momento del diagnóstico. Por lo tanto, la evaluación de 

los marcadores sGRP78, CXCR4 junto con CD10 y CD19 en muestras pediátricas 

leucémicas al momento del diagnóstico podría contribuir a una mejor categorización de la 

leucemia pediátrica de riesgo alto y estándar. Se debe evaluar más a fondo si la presencia de 

células leucémicas sGRP78+ CXCR4+ podría conducir a un mayor riesgo de recaída, como 

ocurre en pacientes con leucemia mieloide que expresan altos niveles de transcritos de 

GRP78 (99,109). Finalmente, la presencia de sGRP78 en células cancerosas y su ausencia o 

baja expresión en células normales, lo convierte en un potencial blanco terapéutico. Existe 

evidencia que muestra que GRP78 confiere propiedades de resistencia a múltiples fármacos 

a las células cancerosas, por lo que la eliminación de células sGRP78+ podría mejorar los 

tratamientos para la leucemia infantil (113). 

Finalmente, sGRP78 es capaz de unir proteínas ligando, activando vías de supervivencia y 

proliferación (α2M y Cripto) o vías de apoptosis (Par-4 y Kringle 5) (Ni et al., 2011).  En 

este contexto se ha reportado que la proteína de secreción de 60kDa, ISM1, la cual es 

producida por células NK y NKT, puede interaccionar con GRP78 en membrana plasmática 

(87,114), durante esta interacción se ha observado la activación de apoptosis en células 

tumorales, a través de la disfunción mitocondrial. Por lo tanto evaluar la vía ISM1-GRP78 
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puede ser un potencial blanco en la terapia tumoral (88).  En diversos estudios se ha 

observado que la proteína ISM1 inhibe la formación de la red de capilares en células 

endoteliales, interfiriendo con los estadios iniciales de angiogénesis en matrigel in vitro. La 

sobre expresión en línea celular de melanoma, B16, inhibe el crecimiento tumoral y la 

angiogénesis en ratón. Sin embargo en condiciones fisiológicas el papel de esta molécula no 

ha sido evaluada. En este trabajo, mediante el uso del ensayo de Elisa sandwich, se evaluaron 

los niveles fisiológicos en plasma de individuos pediátricos control, los cuales fueron de 673-

845pg/mL, en plasma de sangre periférica individuos LLA-B se observó una tendencia a la 

disminución, aunque en algunos pacientes los valores se encontraron aumentados (451-

3839pg/mL), mientras que en médula ósea estos individuos presentaron niveles con una 

reducción mayor 396-5611pg/mL, sin embargo como en sangre periférica, algunos 

individuos presentaron un aumento. El papel de ISM1 circulante no ha sido descrito y por 

primera vez se observan los niveles fisiológicos de la proteína en circulación por lo que su 

evaluación puede ser de utilidad como parte del diagnóstico. A diferencia de otros estudios 

en donde se ha observado un aumento en el porcentaje de células en apoptosis mediante la 

incubación con ISM1r (115), en el presente trabajo no se pudo observar ese efecto, sin 

embargo las céulas utilzadas en este trabajo tienen una alta expresión de sGRP78 por lo que 

las concetraciones utilizadas pudieran no ser suficientes para activar la vía apoptótica, 

además de explorarse por vez primera en el contexto leucemogénico.  

Por primera vez se muestra la presencia de GRP78 en la leucemia linfoblástica aguda infantil, 

tanto en células de médula ósea como de sangre periférica, lo cual puede contribur a un 

enriquecimiento en los marcadors utilzados para el diagnóstico de la enfermedad. Por otro 

lado, la presencia en sangre periférica puede hacer el diagnóstico menos invasivo para los 

pacientes. Ya que estas células son capaces de migrar a otros tejidos en un modelo de ratón, 

se sugiere que podrían estar participando en la recaída de la enfermedad ya que en otros 

modelos se ha observado que esta población es seleccionada por la quimioterapia y son 

resistentes a esta. Es el primer estudio en donde se observan niveles fisiológicos de la proteína 

Isthmin 1 en inviduos sanos y con LLA-B, en donde se observó una disminución de estos, lo 

cual sugiere un papel en la homeostasis por lo que es necesario continuar con estudios sobre 

esta proteína. Aunque no se observó apoptosis mediada por Isthm1n, recientemente se han 
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evaluado otros mecanismos de eliminación mediante GRP78 como blanco en el contexto de 

leucemia mieloide, por lo que la evaluación de esta sigue siendo relevante. Sin embargo, es 

necesario realizar el estudio en un mayor número de muestras. 

 

12. CONCLUSIÓN 
Los resultados obtenidos muestran que sGRP78 es una proteína que puede utilizarse 

en el estudio y estratificación de pacientes con LLA-B al diagnóstico, tanto en médula ósea 

como en sangre periférica. Además, las células sGRP78+ comparten características con 

marcadores de troncalidad y de migración a través de CD34 y CXCR4, por lo que su papel 

en el desarrollo y progresión de la leucemia debe ser estudiado. 

 

13. PERSPECTIVAS 
1. Evaluar la presencia de GRP78 en la superficie de células de pacientes LLA-B con 

recaída. 

2. Determinar sGRP78 en otros tipos leucémicos como LMA. 

3. Evaluar la señalización pro apoptótica de las células sGRP78+, mediante su 

purificación y activación in vitro con ligandos endógenos descritos. Realizar ensayos 

de evaluación apoptótica; Liberación de citocromo y TUNEL. 

4. Evaluar el efecto pro apoptótico in vivo, de ISM1, en un modelo de xenotrasplante de 

células LLA-B humanas en ratones de la cepa BALBc/nude. 
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FIGURA 1. ESQUEMA DE DIFERENCIACIÓN HEMATOPOYÉTICA. 

FIGURA 2. ESTRUCTURA PROTEICA DE GRP78. 
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FIGURA 3. GRP78 COMO REGULADOR DE LA VÍA DE RESPUESTA A PROTEÍNAS 

MAL PLEGADAS (UPR). 

FIG. 4. FUNCIÓN DE SGRP78 COMO RECEPTOR DE SEÑALIZACIÓN CAPAZA DE 

MEDIAR PROLIFERACIÓN Y APOPTOSIS CELULAR.  

FIG. 5. EXPRESIÓN DE SGRP78 EN CÉLULAS DE MÉDULA ÓSEA DE PACIENTES 

PEDIÁTRICOS CON LLA-B DE RECIENTE DIAGNÓSTICO Y LÍNEAS CELULARES 

DE LEUCEMIA LINFOBLÁSTICA AGUDA. 

FIGURA 6. ANÁLISIS DE LA POBLACIÓN SGRP78+ DE ACUERDO CON EL 

RIESGO, BLASTOS Y LEUCOCITOS AL DIAGNÓSTICO. 

FIGURA 7. TINCIÓN MULTIPARAMÉTRICA DE LA COEXPRESIÓN DE CÉLULAS 

SGRP78+ CON LOS MARCADORES CD34, CD10, CD38, CD19 Y CXCR4. 

FIGURA 8. EVALUACIÓN DE CÉLULAS SGRP78+ CD34+ DE MO DE 

PACIENTES DE RA Y RE. 

FIGURA 9. GRÁFICA DE LA POBLACIÓN SGRP78+, CD34+, CD38+, CD10+, 
CD19+, CXCR4+ DE ACUERDO CON EL RIESGO. 

FIGURA 10. REDUCCIÓN DIMENSIONAL DE LOS DATOS DE CITOMETRÍA DE 

FLUJO DE PACIENTES CON LLA-B ESTÁNDAR Y DE ALTO RIESGO 

FIGURA 11. CÉLULAS SGRP78+ CXCR4+ PRESENTES EN SANGRE PERIFÉRICA 

DE PACIENTES PEDIÁTRICOS CON LLA-B AL DIAGNÓSTICO. 

FIGURA 12. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL DE CÉLULAS HUMANAS DE MO DE 

UN PACIENTE LLA-B INFUNDIDAS VÍA SUBCUTÁNEA EN UN RATÓN BALB/C. 

FIGURA 13. EVALUACIÓN DE LOS ANTICUERPOS ANTI-HUMANO ANTI-GRP78, 
CD45, CD34 Y CXCR4 EN CÉLULAS DE MÉDULA ÓSEA DE RATÓN BALB/C. 

FIGURA 14. LAS ÉLULAS SGRP87+ DE PACIENTES LLA-B RA INFUNDIDAS 

VÍA SUBCUTÁNEA EN RATONES DESNUDOS BALB/C SON CAPACES DE MIGRAR 

A MO Y GANGLIOS. 
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FIGURA 15. DETERMINACIÓN DE LOS NIVELES DE ISM1 DE INDIVIDUOS LLA-
B E INDIVIDUOS SANOS, EN SANGRE PERIFÉRICA. 

FIGURA 16. EVALUACIÓN DE CÉLULAS SUP-B15 POSITIVAS PARA AENXINA 

LUEGO DE UN TRATAMIENTO CON DIFERENTES CONCENTRACIONES DE ISM1 

RECOMBINANTE. 
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