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RESUMEN
En nuestro pais la lcucemia junto con los linfomas ocupan el primer lugar de

incidencia entre las ncoplasias que afectan a ja infancia y el cuarto lugar en individuos
adultos. Una variedad de 1 i

1,

muy fr cn nifios y en adultos jovenes es la

en la cual se ha observado que cl 30% de los pacicntes cursan
con un cuadro de fibrosis de la médula Oseca, lo cual es de mal prondstico para estos
pacientes. El origen de 1a fibrosis se d

aguda ki T

de ahi el i Es en diar su p énesi

En el presente trabajo se muestra que los fibroblastos procedentes de 1a médula 6sea con
fibrosis de ] con !

P

aguda linfoblasti pr una proliferacién anormal

en cultivo, en comparaciéon con los fibroblastos de donadores normales. Esto s¢ demostrd
tanto por la presencia de una mayor proliferacion detectada mediante la observacién directa
de los cultivos, como por <l analisis de incorporacion de *H-timidina.

Asimismo, sc
6 que las células de ) ia de p

con fibrosis, sccretan el factor estimulador
de colonias de macrofagos, el factor de crecimiento derivado de plaquetas y la interleucina 1

alfa, siendo csta ultima la que sc detectd en mayor cantidad. Unicamente los medios

condici d de las célul de | ia de paci con fibrosis, fucron capaces de

estimular tanto la proliferacion de sus propios fibroblastos como de fibroblastos de
donadores normales. El bloqueco de la actividad de la

anticucrpos, demostré que  esta

interlcucina 1 alfa mediante

es la principal lécula resp blc dc la

proliferacion. Aunque es necesario estudiar a fondo ¢l problema, estos datos sugieren que
1a fibrosis de 1a médula 6sca iad

aler

aguda linfoblastica, se pucde deber tanto a
alteraciones intri de los fibrobt

. asi como a una mayor produccion de citocinas
por las células de leucemia que estimulan

la proliferacion de los fibroblastos. El
dec los i

involucrados en la patogenia de este padecimiento,
permitira implementar estratcgias terapéuticas con las que se logre mcjorar el prondstico de
estos enfermos.



ABREVIATURAS

LAL L ia aguda linfoblastica

AML Leucemia micloide aguda

LGC Leucemia granulocitica cronica

FMO Fibrosis de la médula oseca

MO Mdédula dsca

PSC Células inales plurip ialk

CFU-S Unidad formadora de colonias de bazo

CFC-HPP Células formadoras de colomn con alto potencial proliferativo

CFU-GEMM Umdad formadora dc )} de iocitos, macrdfagos,
eri Yy Bf U 3

CFU-L Unidad formad. de colonias linfoid

BFU-E Unidad formadora del brote eritroide

CFU-Meg Unidad formadora de col de

CFU-GM Unidad (& dora de colonias de ofagos y granul

CFU-Eo Unidad formadora de colonias de eosinéfilos

CFU-Bas Unidad formadora de colonias de basélilos

CFU-E Unidad formadora de colonias eritroides

CFU-G Unidad formadora de colonias de gr locitos

CFU-M Unidad formadora dc colonias de macrofagos

HGF's F de creci h, t -oycucos

CSF's Factores ladores de col:

M-CSF Factor estimulador de colonias de macrofagos

GM-CSF Factor imulador de colonias de macrofag locitos

G-CSF Factor estimulador de colonias de granulocuos

PDGF Factor de crecimicento derivado de plaquctas

EPO Eritropoyctina

IL-1a Interleucina 1 alfa

g Interleucina 1 beta

SCF Factor de crecimiento de células seminales

1IFN interferon

TNF Factor de necrosis tumoral

TGF Factor de crccumnemo lr-nsformamc

HL-60 Linea 1 pr

SIDA Sindrome de Inmunodcficiencia adquirida

FAB Comité franco-Americano-Britanico

G6PD Gl 6-fosfato deshidrc

McLN Medio condicionado de linfocitos normalcs

MCcLNF Medio condicionado de linfoblastos de paciente sin fibrosis

McLF Maedio condicionado de linfoblastos de paciente con fibrosis

&IL-1cx Anticucrpo monoclonal dirigido contra interleucina 1 alfa

SAF Solucién amortiguadora de fosfatos



INTRODUCCION

La hematopoyesis es el proceso biologico mediante el cual se forman todas las

células de la sangre. En la vida posnatal el 6rgano | poyético es la médula 4sca (MO),
ia cual esta formada por tres P principal las células precursoras sanguineas o
h poyéticas, que p! d Ia mayoria de los elementos celulares; las células
estromales, entre las que se an fibrobl, étul doteliales y adipoci las
cuales colaboran en la proliferacion de las células b poyéticas; y un si vascular

responsable de la salida de los clementos sanguincos de la zona medular (Allen y Dexter,

1990). De acucrdo a lo anterior, se puede decir que Ia hematopoyesis es producto de una

interaccion muy cstrecha entre las célul h E1i y el estroma (Marsh, 1990;
Florensa y Woessner, 1994).

Cuando se prescntan alteraciones en ¢l proceso hematopoyético esto pucde provocar
<} desarrolio de enfermedades como la leucemia. La lcucemia es un desorden proliferativo
maligno de las células hematopoyéticas de 1a MO, las cuales desplazan de manera progresiva

a las células normales, propiciando asi una marcada disminucién de estas Gltimas (Sicvers,

1995). En nuestro pais, las enfer dades h, 164 1j, ocupan el primer lugar de

lasias que af a la inf:

incidencia enire las

P y el cuarto lugar de todos los tipos

de cincer (10.6%) en aduitos, después del cancer cérvico-uterino, el de mama y el de picl

{Registro Nacional de Cancer, 1993).

Una varicdad muy frecuentc cn nifos y en adul jo es la lev ia aguda
linfoblastica (LAL). Este tipo de lcuccmia se caracteriza por un exceso de células inmaduras

linfopoyéticas (blastos) de la MO que presentan diversas alteraciones moleculares, entre



cllas la sobreexpresion del producto del oncogen c-ap'c (Miranda, 1991). Los linfoblastos

édula, pero ewv '] un namero

tr ¢ dos sc y per cn la

variable de cHos emergen hacia el torrente sanguinco (Head, 1995). Algunos pacientes con

esta enfermedad p fibrosis dular (FMO) izada por una proliferacién
de las células fibroblasti estr les de la MO (Thicle, 1991b). Dichas células
progresi en L ibuyendo al desp . y disminucién de

los otros ituy dul normales (McCarthy, 1985; Reilly, 1994; Ozcn, 1997). A
nivel clini este padecimi dificulta el diagnéstico y el imi del tr i de
los pacientes. El resultado final es un mal prondstico para los paci que pr este

cuadro (Reissenweber, 1995, Sahu, 1997).

Aunque el origen de la fibrosis se desconoce, en con

zablicti

iada a ésta, sc ha encontrado una proliferacion e infiltracion de

megacarioblastos en la MO. Dichos megacarioblastos tienen la capacidad de secretar

citocinas, como el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), ¢l cual estimula la

prolife ion de los fibrobl. y por lo tanto favorece la fibrosis (Kimura, 1988).
Asimi en paci con ! ia linfocitica cronica y FMO, se ha observado que la
Interlcucina-la (RL-1a) producida por las mi clulas I émi ind la proliferacion

de los fibroblastos de la MO (Kimura, 1993).

h

poyéticas p la capacidad de secretar citocinas

Se sabe que las células
que inducen la proliferacion de las células estromales, de hecho glicoproteinas como et

factor estimulador de colonias de macrofagos (M-CSF) y ¢! factor estimulador de colonias

de macrofagos y gr locitos (GM-CSF), no sélo regulan la prolifcracion y diferenciacion



de las células precursoras hematopoyéticas, sino que a su vez presentan la capacidad para
inducir a las células estromales a producir citocinas y con ello estimular 1a hematopoyesis
(Arend y Malyak, 1992, Roya, 1992).

Con base en estos antccedentes y tomando en cuenta que en algunos casos de LAL

se presenta FMO, es p p que el en la prod ién de ciertas citocinas

secretadas por las células lcucémicas, pudiera ser responsable de la proliferacion

descontrolada de los fibroblastos observada en la FMO. En cf presente trabajo sc evalud si

las células | érmni pr en LAL, participan mediante la secrecién de citocinas en el
desarrollo de 1a FMO, ify se dié la proliferacion de los fibroblastos
pr i de i de LAL con fibrosis, asi como también la secrecion de citocinas

por las célufas de leucemia que pudieran inducir la proliferacién de los fibroblastos de 1a

MO.




MARCO TEORICO
LA MEDULA OSEA COMO ORGANO HEMATOPOYETICO

A. ORIGEN EMBRIONARIO.

La for ion de célul i se lleva a cabo en los primeros dias de vida

intrauterina, a través de un proceso conocido como hematopoyesis. Este proceso se inicia

cuatro semanas después de la concepcion en el tejido mesoblistico extraembrionario,

particul en el saco viteli donde sc forman cs

1 h o hlacti f : 1

sanguineos o de Pander-Wolff. Estos i g P

dado que tienen periodos de proliferacidn activa y después decaen gradualmente,

permitiendo que otro islote en for idn tome dicha funcion (Jandl, 1991,
Hirsch, 1996).
Este patron h poyético se i hasta el segundo mes dc vida fetal

y posteriormente s¢ mucve a sitios intracmbrionarios como el higado y luego ¢l bazo. En ¢l

higado sec inicia la hematopoyesis a las sicte semanas de vida embrional y alcanza su maxima

intensidad entre € cuarno y quinto mes y posterior decae subit Por su partc el
bazo inicia su actividad hematopoyética un mes después que el higado y gencralmente
termina al séptimo mes de la concepcion (Erslev y Gabuzda, 1985; Hirsch, 1996).

El altimo organo hematopoyético en el embrién ¢s la médula ésea, cuya actividad
inicia durante el cuarto mes coincidiendo con la aparicién de la circulacion placental
(Figura 1). En la médula 6sca ¢l tcjido mesenquimal original da lugar a las células

d 1ial,

que delimitan los vasos

precursoras hematopoyéticas y a las células

6
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capilares mas tempranos. Asimismo, las células mesenquimales son precursoras de células
reticulares primitivas y mas tarde de los primeros macréfagos y células adiposas
(Christensen, 1989).

Como observamos la hematopoyesis es un fendmeno migratorio que se establece
finalmente en la médula d6sea donde permancce constante durante la vida adulta
(Haynesworth, 1996). Las condiciones adecuadas para la formacion de las células

sanguineas, son producto dc una relacion muy estrecha entre los componentes medulares.



B. COMPONENTES DFE I A MEDUIA OSEA

En el interior de un hueso completamente formado, la médula existe como un

tejido ivo flojo al vascularizado y enriq id Tul . Estructural
)

de cuatro P importantes: las célul gul S h poy que

comprenden la mayoria de los clementos celulares; un componente estromal altamente

PR g s . -

or que i la pri y difer iaciéon dc las células h POy

una matriz extracclular que permite unir y presentar factores de crecimiento

h éti a las células precursoras y un si Vi lar resp ble de la cntrada de

POy

nutrientes y la salida de clementos sanguincos de la zona medular (Allen y Dexter, 1990)

En la médula Ssea las células h poy se distribuyen de mancra heterogénca,

dado que se presenta una mayor concentraciéon celular cerca de la superficie del hueso en

relacion al centro de 1a médula, donde existe un menor nimero de cllas. Las células

hematopoyéticas pueden ser divididas en cuatro comparti celulares dependi dela
durez: a) células plurip iales primitivas, con alta capacidad de autorenovacion; b)
elul Iti jales con cierta capacidad de autorenovaciéon y que dan lugar a la

formacién de los primeros precursores comprometidos a los linajes micloides y linfoides; c)

s

células precursoras compr sin pacidad de autorecnovacion y con un linaje

PO "

determinado y d) células maduras, con funci p que

yen o pierden su

capacidad de proliferar (Jandl, 1991; Huyhn, 1995; Han, 1995; Civin, 1996) (Tabla 1).



élul; /eticas

‘Tabla 1. Clasifi ion proy para las

COMPARTIMENTO TIPO CELULAR

ial PSC

Células Scmi Plurip
Células Semi ip ial CFU-s
CFU-GEMM
CFU-L
CFC-HPP

P id. BFU-E
CFU-Mcg
CFU-GM
CFU-Eo
CFU-Bas
Célula Prc-B
Céiuta Pre-T
CFU-E
CFU-G

CFU-M

Células Pr

Célutas Maduras Eritrocito, Mcgacariocito
Necutréfilo, Macrofago
Eosinéfilo. Basofilo
Linfocitos By T

PSC, Céiula scminal plunpo(mcul CFU-S Umd:xd formadora dc colomas de bazo, CFU-GEMNM1,
Of: critrocitos y granulocitos; CFU-L,

Unidad formadom e de g
Unidad fc a dc ias linfoid HPP-CFC, Ccdlulas formadoras de colonias con alto
potcncnal prollfcrnn\o BFU-E Unidad formadora dcl brote critroide, CFU-Mecg, Unidad formadora

CFU-GM, Unldad fomladom de colonias dc macrofagos y
dc ofilos, CFU-Bas, Unidad formadora dc

de
gnmulocuos, CFU-Eo, Unidad f dec
colonias de basafilos; CFU-E, Unidad formadora dc colonias critroides; CFU-G, Unidad formadora

de colonias dc granulocitos; CFU- M, Unidad formadora dc colonias de macrofagos. Tomado y

maodificado de Jandi, 1991.
En lo que se refiere a las células seminales pluripotenciales, se ha observado que se

cncuentran fuera del ciclo celular y que solamente entran a éste como consccuencia de

alguna demanda fisioldgica ocasionada por la continua muerte celular o por alguna




infeccién (Abkowitz, 1996). Por su parte, se ha pucsto en evidencia que en la médula

Osca existe una difcrencia en la tasa de proliferacion celular, siecndo mayor en las células
progenitoras que en las células seminales (Hodgson y Bradley 1980; Wolf y Preistlcy. 1986).

licable este hecho pues es de esperarsc que la poblacién de

’

Biologi resulta exp

das de célul

células precursoras tenga que amplificarse para cubrir las d
necesarias para el organismo, a diferencia de las células scminales que se autorenuevan para

yesis durante largo

una d 6! de las mi y la h P

tiempo.

2. Estroma.

El estroma, permanecc y funciona como base sobre la cual los progenitores sanguineos
pucden proliferar y diferenciarse (Novitzky, 1995a; Muller-Sicburg, 1995). Esta constituido

por células reticulares, células adventicias y por adipocitos. La células rcticulares, como los
fibroblastos y macréfagos, representan las  células estromales basicas de las areas
hematopoyédticas de la médula ésca (Westen y Bainton, 1979; Allen y Dexter, 1990;

Dorshkind, 1990). Ellas son las células dominantes del estroma medular con morfologia

dendritica en forma de hojas ramificadas, Jo que permite formar una malla esponjosa sabre Ia

€lul; h poydticas primitivas (Figura 2). Las células adventicias

que d las
lul entre cllas se encuentran las células

el gundo comp e .

rep
endoteliales y basales; éstas cubren las areas de la superficice Juminal de los sinusoides

es y su principal papel es regular el flujo de células hematopoyéticas maduras al

lain, 197S; K y DeBruyn, 1976; Fleischman, 1995). El

torrente i (Ch



tercer componcntc del estroma es ¢l adipocito, tipico de la médula
6sca no-hematopoyética grasa y probablemente derivado de las células adventicias al
acumular cantidades considerables de grasa (Delikat, 1995). Estas células tienen como papel
principal recubrir los espacios en los sitios donde la hematopoyesis ha degencrado (Weiss,
slal

1976, Weiss, 1981). Actualmente se ha demostrado que las estr ics son cap

de producir citocinas como G-CSF, SCF, M-CSF, IL-6 ¢ IL-11, las cuales participan en fa
proliferacion y diferenciacion de los precursores hematopoyéticos (Haynesworth, 1996,

Cluitmans, 1995),

CELULAS
1 AMATEAGYETICAY

MACROFAGO

Figura 2. i de los dc la médula dsca
in vivo. El sinusoidc venoso cn ¢l centro esta limitado con células endoicliales y csta
recubicrto sobre su superficic adventicia por varias capas de cdlulas reticulares, Las
cdlulas rcii sc cn et i formando una red sobre Ia
cual se manticnen las células h icas. Se bidn una célula
adventicia que ha  acumulado grasa  (célula  adiposa). Los macrofagos cstin
{ntimaimmentc asociados con las células liciatopoyéticas cn desarrolto. Tomado de Allcn
y Dexicr, 1990.




3. Matriz Extracelular.

Los componentes dc la matriz extracelul i en ias sccretadas por las
propias células estromales ¢ incluyen fibr i 14 laminir y alg
gli inogli >s (Zuckerman y Wicha, 1983, Wight, 1986). Estas moléculas son

responsables de la adherencia de una célula con otra y con su substrato, asimismo, han sido

implicadas en cjercer efe micr bi \}

en la hematopoyesis (Weinstein, 1989,
Hurley, 1995).

Estudios realizados irr vitro se han dirigido a discernir cual o cuales de estas moléculas

afectan de manera crucial el desarrollo de las células hematopoyéticas (Clark, 1995).

A 1 i

datos experi les que demuestran la propiedad de las moléculas de
la matriz extracelular para unirse a factores de crecimiento hematopoyéticos. Asi, se ha
obscrvado que estos componentes tienen la capacidad de “compartamcntalizar” a factores
tales como 1a interleucina 3 (IL-3) y el factor estimulador de macrofagos y granulocitos
(GM-CSF) (Gordon, 1987, Ruoslahti y Yamaguchi., 1991). Sin embargo, uno de los
problemas que planted esta situacion fue conocer si esta union estaba asociada con algun
componente extracelular en la membrana de las células estromalcs, o si tenia que ver con las

moléculas de matriz producidas por las mismas células estromales ¥y que son secretadas al

medio. Debido a que la adhesion entre las células estromales y las hematopoyéticas

1 4

cs fi

al para que se realice la hematopoyesis, resulté interesante establecer
que la unidn ocurria a nivel de moléculas prescentes en la membrana de las células estromales

(Allen y Dexter, 1990).



Otros os de investigacion han blicado resultados ilares, en los \!
srup 8

sC

. . " 15 h

ra que ¢l de heparan pr en la ana de las

células cstromales, tiene ia propiedad de unir GM-CSF ¢ IL-3 y presentarios a las células

h Taci a,

poyéticas. 1 ve aron que dicha propiedad cra fucrtemente disminuida si

se utilizaba 1a enzima heparatinasa (Roberts, 1988)

4 Sistema Vascular.
La médula Gsea activa ticne una arteria nutriente que da lugar a arteriolas radiales, las

le< d b A d 1
en

¢s. A partir de aqui, la sangre alcanza las vénulas y
{a vena longitudinal central. Este sistema vascular ticne varios tipos celulares asociados a él
(Wilkins, 1995). Las arteriolas pequefas cstin revestidas de endotclio no fenestrado,
rodcado de células de musculo liso y de una lamina basal, colageno y fibras reticulares. Los
capilares tienen cndotelio con fencstraciones pequeias, pericitos y una lamina basal. A
diferencia det endotelio capilar, el endotelio sinusoide carece de una lamina basal fo cual

permite ¢l paso constante dc células que han alcanzado una madurez adecuada hacia la

circulacion. A las células que ituyen este tipo de cndotelio se les d i clusl

litorales. Asi. podemos decir que existen 5 tipos de células que constituyen al sistema

vascular de médula: tres tipos de endotelio (arterial, capilar y litoral) y dos tipos de células

b 1

que revisten las paredes de los vasos (células de musculo liso y pericitos) (Allen y
Dexter, 1990). Las células endoteliales pueden ser la mayor fuente de citocinas en la médula

osea (Grosset, 1995).



s Mi bi H Hiso.
Tal vez cl primer dato experimental con ¢l que se cuenta acerca de la panticipacion del

bi h yético cn la g¢é is de las células hematopoyéticas fue ¢! que

micr

decian de ias hereditarias. Al analizar las

observd Russel en cepas de r: quc p.
cepas Sl (Stecl) y W (White) ambas con anemia, encontré que Ja cepa S1 sc caracterizaba

bi tular hematopoyético defectuoso, el cual se demostraba

por pr ar un wmicr
por su incapacidad de estimular la proliferacién y desarrolio de colonias miefoides en su

habian sido letal irradiados ¢ inoculados con células de

bazo do los r
médula ésea normal. Por otro lado, la cepa W presentaba un defecto a nivel de las células
scminales mas que en ¢l microambiente hematopoyético, lo cual se¢ ponia en evidencia

irradiad, eran inoculados con células de médula 6seca

cuando r: normales |
provenientes de ratones W, las cuales fallaban en reconstituir la hematopoyesis (Russel,
1979).

Aunque los resuitados obtenidos por Russel cvidencian de manera clara el papel del
microambiente en la regulacion de la hematopoyesis, una de las prucbas mas contundentes

de célul i ja obtendria unos afios después

de su participacién en la for

Dexter al utilizar los cultivos a largo plazo desarrollados por él mismo (Dexter y Heyworth,
1994). Esta técnica permite ¢! cstablecimiento de monocapas de células estromales
provenientes de médula osea, las cuales son capaces de favorecer un microambiente propicio

para mantcner un proceso hematopoyético continuo por periodos prolongados de 3 a 4

meses (Novitzky, 1995b).



Mediante los cultivos a largo plazo fue posible producir una “cura™ en las cepas arriba

al crecer células h

poyéticas de la ccpa S1 (normales por si mismas pero con

un microambiente defectuoso) sobre mo s dc células estr les provenientes de la
cepa W, las cuales ticnen un microambicnte normal pero células  precursoras
hematopoyéticas defectuosas (Dexter y Moore, 1977). Con cl anilisis molecular dec las
alteracioncs presentes en ambas cecpas, s€ encontrd que existc una mutacion en la cepa W
relacionada con el proto-oncogen c-kit que codifica para un receptor de tipo tirosina cinasa
(Chabot, 1988), mientras que en la cepa Sl también sc presenta una mutacion que afecta el

gen que codifica para el factor Stee!l (SCF), ligando de c-kit (Zscbo, 1990) Con ello sc

d 1

rO que en tr P intergenotipicos, los ratones Sl no pueden ser curados de sus

problemas hematologicos por medio de transplantes de médula Osca proveniente de ratones
W; sin embargo, cl transplante de ratones W con médula ésea de ratones Sl resulté en su
reconstitucién hematologica.

Asi, los defectos de los ratones W se encuentran inherentes cen las células
hcematopoyéticas al afectarse el receptor del SCF (c-kit), micntras que cl defecto en los
ratones Sl, esta en ¢! SCF presente en la membrana de las células estromales que constituyen

¢l microambiente medular. Estos resultados e investigaciones posteriores, evidencian la

d

interdep a nivel celular entre las células hematopoydéticas y las estromales para una
adccuada produccion sanguinea (Bussolino, 1994, Elfenbein, 1995).
Debido a lo anterior, la médula ésea es un organo que posce ¢l microambiente

favorable y los ¢lemcntos necesarios para regular la produccion de las células sanguineas a lo

largo de toda la vida.




PRODUCCION DE CELULAS SANGUINEAS

A. COMPONENTES SANGUINEOS Y SUS PRECURSORES

<4 1 "

La sangre es un tejido coloidal i por y tipos es
(eritroci linfocitos, i granuloci y pl ) que se pendid
en el pl i La gre circula por cl si )} reali do funci

como el transporte de oxigeno y de sustancias nutritivas a todos los tejidos del cuerpo, asi

como de los productos de excrecion y de d h demas también participa como medio de
porte en el si déerino (Weiss, 1977).
Los eritrocitos son los encargados de tr portar la h lob por todo el
cuerpo 1l d asi el ig a todo ¢l or i >. Las plaq son corpusculos
derivados de células gig: d inad iocitos, los cuales tienen la principal

funcién de coagular la sangre en situaciones de hemorragias, mientras que los leucocitos
se cncargan de la defensa de nuestro organismo (Brow, 1976)

Las células blancas agrupan cinco tipos cclulares: ncutréfilos, eosindfilos, basofilos,

y i &fagos. Los tres primeros  sc genéri como
granulocitos, poseen numerosos lisosomas y vesiculas secretoras o granulos, recibiendo
su nombre de acucrdo a sus propicdades de tincion. Los neutrofilos forman el grupo mas
numeroso, engloban, lisan y digieren bacterias. Una caracteristica de estas células es tener
un periodo de vida corto ya que por lo general mueren después de hacer su funcién o

durante cl al infeccioso (Pcterson, 1992).

Por su parte, los linfocitos junto con los macrofagos constituyen basicamente el

sistema inmune. Existen dos tipos de linfocitos con funciones diferentes: los linfocitos B,



que producen anticuerpos (Ac) como respuesta antc un antigeno (Ag) dando lugar a la

inmunidad humoral; y los linfocitos T, que son los responsables de la respuesta inmune

Tul d di; una interaccid b brana al d al Ag

(Donnenberg, 1995). Los i son los fz itos mononucleares circulantes que al

abandonar ¢! torrente sanguinco sc transforman en macréfagos, los cuales eliminan por

fagocitosis a los microorgani invasores, cuerpos extrafios y residuos celulares (Arai,
1992).

Todas las células sanguineas que circulan cn la sangre periférica son producidas en la
meédula o6sca, en donde la mayoria de las células presentan cstadios de maduracién
diferentes. (Heath, 1990).

Con el desarrollo de técnicas de crecimiento de células de médula dsea en cultivos in
vitro, fue posible estudiar el desarrollo de las celulas precursoras hematopoydticas (Pluznik y
Sachs, 1965, Bradlcy y Mectcalf, 1966). De esta manera se¢ han identificado células con

idades multip ial bipo iales y monopotenciales, las cuales originan a mas de

uno, dos y hasta un solo linaje respectivamente (Shrader, 1985, Huyhn, 1995) La
CFU-GEMM, cs considerada una célula multipotencial ya que favorece el desarrollo de
granulocitos, erfitrocitos, megacariocitos y monocitos (Johnson y Metcalf, 1977, Hara y
Ogawa, 1978; LaCout, 1996). Por lo que se refiere a las células bipotenciales, la primera que
se identifico in vitro es la que origina a macrofagos y granulocitos y que s conocida como
CFU-GM (Pluznik y Sachs, 1966, Huyhn, 1995). De manera postcrior, se identificd que los
cosindfilos y basofilos se originaban de una célula progenitora diferente de la CFU-GM,

designandole por esta razén CFU-Eo y CFU-Bas respectivamente, ambas con caracteristicas



iales (Joh y Metcalf, 1980). Asimismo, han sido identificadas células

precursoras de linfocitos B y T denominadas CFU-L (Unidad formadora de colonias

linfoides) (Figura 3).

TC
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B. CITOCINAS HEMATOPOYETICAS

La sobrevivencia, proliferacion y diferenciacién de las células precursoras

hematopoyéticas, requicre de la continua pr ia de moléculas protei especifi Estas

proteinas conocidas como factores de crecimicnto hematopoyético (HGF's), o citocinas

hematopoyéticas han  sido  identificadas, purificadas, 1 1 1 d y
caracterizadas con funci pecifi a diferentes niveles en las vias de desarrollo de las
células i ¥ sus pr itores (Tabla 2) (Clark y Kamen, 1987).

En los siguicntes parrafos se describen caracteristicas muy gencerales y actividades
biologicas de las principales citocinas que se han descrito no solo como promotores de

crecimi o cclul.

cnlah poyesis, sino que ademas, regulan la proliferacion de células
estromales de la médula 6seca y con cllo participan activamente en el desarrolio del
microambiente hcmatopoyético nccesario para la produccion adccuada de las células

sanguineas.

1. M-CSF.

Los factores esti tadores de lonias (CSFs), fueron originalimente definidos como

glicoproteinas que estimulaban a ceélulas progenitoras hematopoyéticas provenientes de
médula oseca, a proliferar y diferenciarse hacia colonias de granulocitos maduros y/o
macrofagos al ser cultivadas en un medio semisolido (Metcalf 'y Burgess, 1982). Entre cllos
sc identifico al factor estimulador de colonias 1 o de macrofagos (CSF-1 &6 M-CSF), el cual

induce selectivamente la formacion de colonias de macréfagos (Stanley, 1979, Das, 1981).



‘Tabla 2. Citocinas que modulan la actividad biologica de poyéti

Familias Moléculas Cromosoma Peso Molecular (Kd)

Factores de GM-CSF 5q23 14-35

crecimicnto G-CSF 17qt1 18-22
M-CSF 5q33 35x2
EPO 7q11 34-39
SCF 10 S1x2

Intericucinas 1IL-1 2q 17.3
-2 4q 15-20
iL-3 5q23 14-28
- Sq 15-20
IL-5 5q 21.5x2
IL-6 1q 21-28
IL-7 3q 25
-8 aq 8-10x 2
IL-9 5q 32-39
IL-10 1 19x2
-1 19q 20-23
1L-12 3540
IL-13 5q 12
1-14
IL-15

Interferones IFN-a 9q 16-27
IFN-p 9q 20
1IFN-y® i2q 17x2

Factores dc Necrosis TNF-a 6p 17x1-3

tumoral TNF-p* 6p 20-180x 3

Factores TGF. 2 26

de Crecimicnto TGFp 19q 12.5x2

transformanic

Factor dc Crecimicnto 7 14-18 x 2
P .

Decrivado de Plaquetas ng:-_a 22 16x2

CSF, factor csti dor dc colonias; GM, g |} dfago;, M, macrof: G, g 1

SCF, factor dec cél inalcs; ¢ inhibid dc la proli i

20



Los tipos celulares productores de M-CSF son muy diversos y van desde células

malignas como las 1 drni linfc el

y carci hasta células normales
estromales como fibroblastos y endotelios, ademas de células hematopoyéticas (Sherr,

1990).

Sus principal élul bl son i

macrofagos, células microgliales,
fibroblastos y células progenitoras de macrofagos. Entre sus cfectos in viveo destacan la

produccion de fagoci lcares, T lacid

dec la funcidén placental, actividad

antitumoral y la reduccion de col

ol en cl pl También ticne significancia clinica

como inductor de la recuperacion hematopoyética en pacientes bajo tratami de

quimioterapia ¢ infecciones (Garmick y Stoudemire, 1990)

2. GM-CSF.

2] factor estimulador de colonias dc granulocitos-macrofagos (GM-CSF) fue

inicialmente dcfinido en ensayos i vifro, como un factor de proliferacién capaz de producir
<l desarrollo clonal de progenitores granulocito-macrofago normales (Metcalf y Burgess,
1982). Se conoce que un namero diferente de tipos celulares producen GM-CSF,

pred 5 cd

pu¢s de 1a estimulacion por un antigeno o endotoxinas. Entre cllas se
ticnen a las células T activadas, macréfagos, fibroblastos y a las células endoteliales
(Hermann, 1988)

E! GM-CSF tiene diversas acciones biologicas entre las quec sobresalen ia de factor de

sobrevivencia para células sanguinecas maduras, como factor de proliferacion para células



progenitoras hematopoyédticas y células leucémicas, como factor de diferenciacion en lincas

de células leucémicas (HL-60) y como activador de células sanguincas maduras (Erbe, 1990;

Fisher, 1988; Hill, 1995). Asi, ¢! GM-CSF es capaz de la cito icidad,
fagocitosi dhesiod lular y adn funci como quimi y

Ha sido aplicado frec: a nivel clinico posterior a la quimiotcrapia del cancer,
en ¢l transplante de médula dsca, en la miclodisplasia, en i plasti en | i

mieioide aguda y SIDA y sobre todo cn la neutropenia ocasionada por estos padecimientos

(Crossier, 1992; Hill, 1995; Vose, 1995).

3. PDGF.
El PDGF fue identificado como ¢! principal mitdogeno en suero para células de origen

Por si i . es sinictizado como una protcina heterodimérica en

megacariocitos, almacenada en los granulos de las plaquetas y liberado de plaquctas

activadas a los sitios de dafio en los vasos gui (Castro-Mal. i 1981).

El PDGF es sintctizado por células normales y transformadas. Sus fuentes principales

son las plaquetas, 332 riocitos, itos, células d lial élul m lares,

fibrob!. élul lial iclobl , células cpitcliales de rifidn, carcinomas mamarios,

meningiomas y algunas lincas celulares (Meager, 1991).
El principal papel de! factor de proliferacion derivado de plaquetas (PDGF) en aqucilas

que pr n su recep es estimular su proliferacion y mantencr su viabilidad

(Dcuel, 1983). Asi, su ecxpresidn anormal puede ser importante en cnfermedades
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caracterizadas por una respuesta celular proliferativa como en el caso de la fibrosis (Reilly,

1992).

Se ha encontrado que ¢l PDGF cs un fuerte quimioatray para mo ) h
y neutréfilos y bién para fibrobl y células de musculo. Induce la activacién de
1 i polimorfonucleares y itos y un incr en 1a liberacién de colagenasa

por fibroblastos en cultivo, asi como participa en la reparacién de tejido (Tzeng, 1985; Ross,

1986; Thicle, 1991b).

EMI

La Interlcucina 1 (IL-1) es producida por leucocitos cn respucsta a infecciones,
toxinas microbiales. agentes inflamatorios, productos de leucocitos activados y proteinas de
complemento (Dinarello, 1991). Existen dos formas glicosiladas de la IL-1, una forma acida
denominada interleucina-1 alfa (IL-1a) cuyo punto isoeléctrico cs de 5 y una forma ncutra,
1a interleucina-1 beta (1L-1P), con punto isocléctrico de 7.2. Ambas moléculas en su forma
madura tienen un peso molecular de 17, 000 daltones (March, 1985).

La IL-la y la IL-IPB sc unecn al mismo receptor a pesar de no tener mucha
homologia. L.os genes que codifican para ambos tipos de interleucina se localizan en el brazo
Jargo del cromosoma 2, sitio en que también se localizan los genes para los dos tipos de
receptores que fijan a la [L-1 (IL-1RI1, IL-1R11) (Webb, 1986). LLa IL-1a y la IL-13 sc unen
al IL-1RI y parece ser ¢} unico receptor capaz de promover actividad bioldgica, micntras que
cl receptor IL-1RIl en forma soluble o adhcrido a membrana, fija preferentemente IL-1B

pero sin promover actividad biologica (Sims, 1993).
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IL-1cx es la principal forma de IL-1 adherida a membrana y se le responsabiliza de ser
la molécula sobre la cual se unen los linfocitos a los macréfagos para formar rosctas en el

timo, sin embargo también se cncuentra a la IL-]la en circulacidén (Dinarello, 1994a). En lo

que respecta a 1L-1§, es una lécula prefer de sccrecion. La IL-la y la IL-13

d, a

P arse en el sob de los cultivos y fluidos corporales, sin embargo la

forma mis abundante es el de la IL-1P (Dinarello, 1994b).

Aunque en un inicio se consideré que la IL-1 era producida genéri por los
] i final se lecié que los principales prod cs de esta lécula eran los
ofagos tanto en h como en raton (Kovacs, 1987); sin embargo ahora

se conoce que también es liberada por los ncutrofilos, linfocitos T y B, keratinocitos, células

de cerebro de rata, microgli. células Jotelial fibroblastos, células cpiteliales y celulas
mesengiales de riddn (Endres, 1989). Existen varios agentes que promucven la expresion del
gen de la IL-1, sin embargo es convenicnte resaltar que los lipopolisacaridos (LPS) y
citocinas como la propia IL-1, IL-6 ¢ IFN, son los factores mas cnunciados como principales

inductores de la expresion del gen de la IL.-1

Exi h fe biold ys diados por la 1L-1, de los cuales mencionaremos
solo algunos. La IL-1 induce la expresion de genes de la 1L-8, su propio gen (Dinarello,
1987) y de proto-oncogenes como c-fos y c-jun (Mucgge, 1993). Sin embargo parece
regular negativamente la expresion de gencs como el de [a albumina y el citocromo p450
(Ghezzi, 1986). A nivel del sistema nervioso central, 1a IL-1 actda como un poderoso
pirébgeno ya que provoca ficbre (Tewari, 1990). Se han dctectado IL-1R distribuidos a

través del hipotialamo incluso se ha llegado a postular quc estos receptores se localizan sobre
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las proy i neur les entre las de las endotcliales que constituyen

la barrera hemato-encefalica, de tal forma quc las ncuronas reciben un estimulo directo de la

IL-1 (Coccani, 1988).

La IL-} es un p inhibid de la sil is de gli inogli y {4
componentes de la matriz extracelular y ituy de los cartilag Por otro lado la
iL-1 también induce la si is de lop y gelati las les contribuyen a la

destruccion del cartilago (Krane, 1990, Dayer, 1986). La IL-1 inducc la proliferacion de

kerati itos, fibrobl élul, ial élulas de musculo liso, células gliales y

L

algunas células tumorales (Kohase, 1987, Libby, 1988). La IL-1 también afecta la
proliferacion de cclulas hematopoyéticas, aunque parece ser mediada via induccion a la

produccion de factores hematopoyéticos como el GM-CSF, G-CSF, M-CSF, IL-3 ¢ IL-6

por las célul estrc les de édul.

oseca hi y de raton (Bagby, 1989, Fibbe and
Falkenburg, 1990, Lilly, 1996). Otra forma de incidir en la proliferacion de las células
precursoras hematopoydticas es sinergizar con 1L-3, IL-6, G-CSF y GM-CSF para la
formacion de colonias de linaje celular especifico (Bradley, 1989).

Cuando se pr an alteraciones en los i de prod ion h poyética,

esto puede provocar ¢l desarrollo de enfer Jades hematologi como la led
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LEUCEMIAS Y BIOLOGIA DE LA LEUCEMIA AGUDA LINFOBLASTICA

1 ias son decimicntos proliferativos malignos de las

Sc considera que las

células de ]a médula 6sea hematopoyética, donde Iquiera de las que nofr

se originan en clla, pucden en un momento dado, dar lugar a un cuadro leucémico, es decir,

la aparicién de células i duras que normal no sc pr en la sangre circulante,
cllo como una consecuencia de su hiperproducciédn a partir de un clon maligno de fa médula

Osea, propiciando asi una falta de formacidn de células bioldgicamente activas (Jandl, 1991).

lasifi en:

Dc acuerdo a un criterio puramente morfologico, las I ias inicial se
a) agudas, en donde se presentan mas del 5% dc blastos en sangre periférica y mas del 30%
en [a médula 6sca (Catovsky, 1991), b) crénicas, con menos del 5% de blastos en sangre
periférica ¢ igual cantidad en médula éseca, pero con un elevado numero de formas

intermedias de maduracién (Dreazen, 1988).

El di ostico definitivo de una let ia se hace diante la p ién de la dul

Osea, en donde ad As se puedc identi r el tipo morfoldgico, tanto de las formas agudas

como de las cronicas. A nivel internacional se formo ¢l Comité Franco-Americano-Britanico
(FAB) para unificar Jos criterios morfolégicos y clasificar citomorfolégicamente a las
leucemias. Con estos criterios se puede legar a una concordancia en el diagndstico

morfoldgico hasta det 80%. En la tabla 3 se consideran los principales tipos aceptados. Las

células micloides y finfoides inmaduras predominan en las leucemias miclociticas y
linfociticas respectivamente.
La leucemia micloide aguda (AML) ¢s un desorden clonal maligno originado a

partirde una célula precursora multipotencial (CFU-GEMM) o bien, de células
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“Fabla 3. Clasificacién de las 1

AGUDAS CRONICAS

L1 (linfoblastos pequeiios)
LINFOBLASTICA L2 (linfoblastos grandes) LINFOCITICA

L3 (Burkittoide)

MO® (Indiferenciada)
M1 (Micloblastica pura)

M2 (Micloblastica con diferenciacion)

MIELOIDE M3  (Promiclocitica) MIELOCITICA O
M4 (Miclomonoblastica) MEJOR CONOCIDA
M5 (Monoblastica) COMO GRANULOCITICA

M6 (Eritrolcuccemia)

M7* (Mcgacarioblastica)

*® No ticnen i istica, solo sc i con Ac H para ia primera cl
CD34 y Ia segunda Cdw4 1, Cdw42 y CDG1. Tomado de Guliérrez, 1996,

progenitoras comprometidas al linaje micloide (Fialkow, 1987; Johnson, 1994). Sec ha
observado que en jovenes y niflos la AML esta relacionada a la CFU-G y la proliferacion
maligna da lugar a una acumulacion de micloblastos o promielocitos que detienen su camino
dc diferenciacion (Griffin, 1986, Stark, 1995). En adultos, algunas pruebas de marcadores

de superficiec G6PD, y analisis de DNA han dctectado que la lesion clonal ocurre ¢n la
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CFU-GEMNM y con e¢llo ¢l dcfecto proliferativo sc puede expresar en 1a linea micloide,

monocitica, eritroide, megacariocitica o en varias de cllas (Jasmin, 1988, Sicvers, 1995). La

lesién cl 1 en | i icloid

cronica, tambié ida como | ia gr 1

crénica (1LGC), ocurre en la célula mas primitiva o célula seminal y el bloqueo parcial en la

diferenciacion de las células malignas puede involucrar a clemcentos tanto linfoides como

micloides (Kurzrock, 1988).

Por su parte, 1a lecucemia aguda linfoblastica (LLAL) es una cnfermedad clonal que

surge en las células precursoras linf £ti de la édul;

POy

6sea. Los linfoblastos
tr; £ d se

lan y per en la edula pero tual un némero

variable de cllos emergen hacia ¢l torrente sanguineo (Greaves, 1986a). Aproximadamente el
20 % dc todos los casos de LAL son células linfociticas de tipo T, mientras quc los casos

T son celuf; 14si

pre-B (Lc Bien, 1989). E! origen de la alteracion en LAL
pucde ser en la CFU-L, cllo debido a 1a deteccion de marcadores de linaje linfocitico en los

blastos transformados, sin embargo, en algunos pacientes de mayor edad, la presencia de

marcadores icloides y linfoides imph que <l daio se localiza en las células

pluripotenciales (Kurtzberg, 1989, Boldt, 1994),

Tres subclases morfolégicas de LLAL se han especificado por ¢l criterio FAB. El

subtipo L1, se encuentra predominantemente en niitlos de 15 afios de cdad o menos, donde

los linfoblastos son unifor c

Peq con un nicleo redondo u oval y rodeado por
una capa delgada de citoplasma agranular basofilico. La subclase L2 ocurre principalmente

en adultos; los linfoblastos son heterogéncos pero mas grandes que en la L1 y con

. is abund
citop mas

y nucleolos mas prominentes. La tercera subclase L3 es poco



frecuente (de Burkitt), cuyos blastos leucémicos son grandes, picomdérficos y con un gran

numero de vacuolas (iicad, 199S).

Las causas dec LAL son desconocidas, sin cmbargo altos niveles de radiacion
(> a 100 cGy). como en los sobrevivientes japoneses de la bomba atémica en 1945,
aumentan 25 veces el riesgo de LAL, sin embargo. no hay evidencia de que bajos niveles de

radiacién propicicn esta cnfermedad. Por otra parte, en algunos casos parecen CXistir

factores hereditarios (Greaves, 1986b; Rubnitz, 1996), por ejemplo, se ha encontrado que en

i tiencn un mayor riesgo (de

sindromes de i bilidad cr heredad los p
100 a 200 veces mas) para desarrollar la enfermedad. Asimi las técni de band de
tidades cr &m 1 les en aproximad

alta resolucion han revelado anor
90% de los pacientes (Sandberg, 1994, Rubnitz, 1996), y sc ha observado la prescncia del
isucromosoma 14q en nidos (Tusell, 1995)

Se han descrito tres tipos de translocacionces reciprocas en un tercio de la poblacion de
adultos y un quinto en la poblacion de pacientes pediatricos: t(9:22), 1(4:11) y t (8.14).

(Bloomfield, 1983, Drexler, 1995). Aqucllos pacientes con la prescncia de dichas

translocaciones ticnen un promedio de vida menor a 12 mescs, cllo a diferencia de los

pacientes que no la presentan, donde la sobrevida es de aflos o incluso la mitad de cllos se

curan (Bloomfield, 1983)

En la actualidad se sabe que la leucemia aguda linfobjastica es una enfermedad que se

asocia con cuadros clinicos como la fibrosis de la médula 6sea. la cual provoca un estado de

mayor gravedad en los pacientes que la desarrollan.
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FIBROSIS DE LA MEDULA OSEA
La fibrosis dc la médula dsea se caracteriza por una proliferacion masiva de las células

fibroblasticas estromales (Jacobson, 1978, Kiyohiko, 1996, Ozcn, 1997). Dichas células

progresi en cantidad contribuyendo al desplazamiento y disminucion de

los otros constituyentes medulares normales (Figura 4) (Soll, 1995, Sahu, 1997).

ésis cutre las fibras y

Figurs 4. Fibrosis con p: deer P y

entre et lamen del sinusoide. (Tomado de Catovshy, 1991)

El estroma medular de pacientes con fibrosis esta caracterizado por un incremento en

el colageno total, incluyendo los tipos I, {11, IV, V (Gay, 1984, Reilly, 1985b; Apaja-

Sarkkinen, 1986) y VI (Reilly, 1995). Asimi . glicoprotei como fibr: i (Reilly,
1985a; R hwar, 1996) ina (Soini, 1993; Rcilly, 1995) y vitronectina (Reilly, 1988)
son también tipicas de estados dos de la enfermedad.
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En la médula ésca normal las membranas basales que recubren a Jos sinusoides

i se p de capas delgadas de coligeno tipo IV y de laminina, mientras que

en médula ésea con presencia de fibrosis existe la formacion de varias capas de ambos tipos

de proteinas lo cual resulta de una marcada angiogé y de un incr moderado en la
proliferacién de las eélul. doteliales (Reilly, 1985b; Apaja-Sarkkinen, 1986)
Varias observaciones han sugerido que ¢l linaje B iocitico es patog

importante en la produccidén de la fibrosis, dado que Ja mayoria de las enfermedades

micloproliferativas asociadas con hiperplasia megacaniocitica se correlacionan con su

PETES

presencia (Kimura, 1988, Kimura, 1989). Asi, sc sabe quc en la ! i, 8
aguda se presenta la  fibrosis medular, en ella, grupos dc megacariocitos nccroticas o
displasticos se asocian con la acumulacion de fibras de colageno (Burkhardt, 1974; Barulli,
1995) Estas células junto con las plaquetas contribuyen a la liberacion excesiva de citocinas
como cl PDGF quc es capaz de estimular el crecimiento y division celular de fibroblastos y
de ser quimiotactico para ncutréfilos, monocitos y los mismos fibroblastos (Thiele, 1991a;
Baker y Manorharan, 1988; Kimura, 1995). Ademas, los megacariocilos son capaces de

inhibid, de la 1 ) que favorece la

producir ¢! factor de plagquetas 1V (un

acumulacion de fibras de colag y por igui la Fs acion de la médula (Sacchi,

1986, Romano, 1990, Schmid:, 1995}.
Por otra parte, el incremento en sintesis de matriz extracelular observado en la fibrosis,

laci do con la pr ia de iocitos dado que éstos pueden

bién se ha r

sccrectar TGF-f el cual incrementa la expresion de genes que codifican para fibronectina,

colageno tipo I, Il y IV (Varga, 1987, Nakamura, 1990, Johnston, 1995), asi como
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tenascina (Pearson, 1988) y algunos proteoglicanos (Roberts y Spom, 1990). Ademas, cl

TGF-p disminuyc la sintesis de varias i parecid a 1

y a

metaloproteinasas, las cuales degradan la matriz extracelular a la vez que estimula la sintesis

de inhibidores de pr (Overall, 1989, Ramecshwar, 1996), dando por resultado una
acumulaciéon de matriz extracelular.
En la leucemia linfocitica crénica, se ha observado que la fibrosis se desarrolla debido

a la secrecion de IL-1a por las mi ¢lulas de | ia (Kimura, 1993). Por otra partc,

algunos investigadores han sugerido que en la leucemia granulocitica, las células formadoras

de colonias de fibroblastos poscen una alta ibilidad a mito pr

2

en el suero, lo
cual podria ser otro mecanismo quc promueve la fibrosis en csta enfermedad (Kimura,
1990). En la leucemia promielocitica cronica se ha descrito que el acido retinoico, utilizado

originalmente para inducir remision en los pacientes, provoca

adversos entre los que
se destaca la fibrosis en médula dsea, probablemente a través de la produccion secundaria de
TGF-8 (Kiyohiko, 1996)

Aunque en cicrtos tipos de leucemia se han establecido algunos de los factores que
pueden estar involucrados en el desarrollo de la fibrosis, todavia se desconoce su origen. Por

su parte, en LAL ain no ha sido estudiada esta patologia.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

En nucstro pais las enfermedades hematologicas malignas ocupan el primer lugar de

i fc fancia y el cuarto lugar de todos los tipos de

! quc alai

incidencia entre las Je

cancer (10.6 %) en adultos, después del cincer cérvico-uterino, ¢l de mama y ¢l de piel

(Registro Nacional de Cancer, 1993).
Hasta un 30% de los pacientes con Leucemia Aguda Linfoblastica presentan fibrosis
medular (Mauer, 1989). La fibrosis se caracteriza por una proliferacidn masiva de las células

1cia una dismi ion de

les de la méduila dsea y que trae por cc

fibroblasti estr

los otros constituyentes medulares normales y una baja produccion hematopoyética (Reilly,
1994). A nivel clinico este padecimicnto trac consigo algunos problemas, entre cllos, la
dificuliad de hacer el aspirado de médula osea para ¢! diagnéstico inicial, lo cual aunado a la

pancitopenia severa cn sangre circulante, dificulta la integracion de los datos para el
Asi, la pr ia de fibrosis es de

diagnostico y e segui o de! tratami del p
mal pronostico en aquecllos pacientes que desarrollan 13 enfermedad (Thicle, 1995)

Diversas investigaciones sobre ¢ origen de Ia fibrosis en algunas leucemias, muestran
resultados diferentes dependiendo del tipo de leucemia estudiada, por tanto, la patogénesis
de esta enfermedad no sc ha cstablecido totalmente. Por su parte, en LAL ain no sc

conocen los mecanismos involucrados cn el desarrolio de este padecimicnto, debido a ello,

resulta de interés conocer las causas que provocan su presencia cn esta leucemia en

particular, con la finalidad de que cn un futuro se pucdan pl ar estr

terapduticas que permitan mejorar cl tratamiento y el pronéstico de estos pacicntces.
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HIPOTESIS
Sabicndo que las células hematopoyéticas posecen la capacidad dec secretar citocinas

que inducen la proliferacién de las células estromales y tomando en cuenta que en algunos

casos de LAL asociada con fibrosis se pr una prolife ion masiva de las células
fibroblisti estr les de la médula 6sea, prop que ¢l incr en la produccién
de ciertas citocinas, secretadas por las tlulas de | ia, pudiera ser responsable

de Ia proliferacion descontrolada de los fibroblastos de la médula &sca en este tlipo de

leucemia.
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OBJETIVO GENERAL

d itocinas ind as de la

ia de i con LAL pr

Evaluar si Ias células de lev P
identi: las y determinar si esta

i de médula bsea,

proliferacion de células fibrobla
lulas de leucemia de pacicntes con fibrosis asociada.

produccion es especifica de las

OBIETIVOS PARTICULARES

1. Determinar la cinética de proliferacion de fibroblastos de médula 6sea de donadores sanos

y de pacientes de LAL con fibrosis.

2. Evaluar si los medios condicionados de linfoblastos de pacientes de LAL con y sin fibrosis

medular producen inductores de la proliferacion de fibroblastos de meédula 6sca.

3. Determinar el tipo de inductores presentes en los medios condicionados de las células

linfoblasticas.

4, ldentificar en los medios condicionados de las células linfoblasticas, ¢l o los inductores de

Ia proliferacion de los fibroblastos de médula dsea de pacientes con fibrosis asociada.
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METODOLOGIA

Pacientes y obtencidn de las En el pr estudio se incluyeron biopsias de

médula O6sea y mucstras de sangre periférica de ocho pacientes con el diagnostico
inmunocitomorfolégico de LAL con fibrosis de médula 6sca, que acudieron al Hospital
General de México. También se incluycron como controles: muestras de sangre periférica de
tres pacientes de LAL sin fibrosis, tres biopsias de médula dsea normal y dos muestras de

sangre periférica de individuos normalcs.

Cultivo de fibroblastos de médula osea y cinéticas de proliferacion. La obtencidon de los
fibroblastos se realizé apartir de las biopsias de MO obtenidas de cresta iliaca de pacientes
de LAL con fibrosis y donadores normales y en cultivo por explante. Para cllo, cada biopsia
se fragmenté en pedazos de aproximadamente 0.5 ¢m de longitud y se colocaron en botellas
de cultivo de 25 cm? y sc agregd medio de cultivo RPMI con 15% de sucro fetal de bovino.
Todas la células se cultivaron bajo una atmosfera de CO; al 5%, 37°C y humedad saturante.
Después de 15 dias de cultivo se realizo la scparacion de las células fibroblasticas
adhecrentes, utilizando tripsina  pancreatica tipo 11 diluida al 0.025% en solucion
amortiguadora de fosfatos (SAF) (apéndice 1) durante S min. y sc detcrminé la
concentracién celular con una capsula de Neubauer. Sc cultivaron 30 x 10* fibroblastos en
RPMI 1640 con 15% de suero fetal de bovino, en botellas de cultivo de 25 ¢cm?® para su
expansién. Las células fueron sembradas durante 5 dias, al término de los cuales se
despegaron y se pasaron a otra caja de cultive (subcultivo 1). Las células utilizadas cn los

cnsayos cxperimentales fueron las de los subcultivos 2 y 3.
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Para realizar las cinéticas de proliferacion, se sembraron los fibroblastos a una
densidad de 10 x 10° cdélulas/m! cn cajas de cultivo de 96 pozos, conteniendo 0.2 mi de

RPMI 1640 con 15% de sucro fetal de bovino por pozo. Simultancamente se dio un pulso
de 20 hr con 1 pCi/ml de timidina marcada con 3H-timidina y sc analizé la incorporacion.

El pulso con 3H-timidi se realizd diari en diferentes pozos de cultivo, durante 15

dias y por quintuplicado.

Cultivo de células linfociti » ob ion de di dicio dos. Para la ob ion de

medio condicionado de células linfociticas, se extrajo sangre a los pacientes de LAL con
fibrosis, previamente identificados por incremento de reticulina en su MO mediante tinciones
celulares; igualmente se extrajo sangre a pacientes de LAL sin fibrosis y donadores
normales. La sangre heparinizada sec centrifugé a 90 g por 10 min. para scparar las células
dcl plasma El boton celular fuc colectado y resuspendido ¢n RPMI 1640 y aplicado a un
gradiente de densidad (Ficoll-metrizoato de sodio, 6= 1.077 g/em3) en un volumen de 2:1
con cl medio. Se colectaron las células mononucleares localizadas en la interfase y se lavaron
dos veces con RPMI 1640 para climinar ¢l ficoll. Estas células fueron sembradas en botellas
de cultivo de 25 cm?® con RPM1 1640 al 10% dc sucro fetal de bovino y cultivadas durante 2
hr, posteriormente se colectaron las células no adherentes. A éstas se les determind la pureza

.

y ¢l tipo celular pr e preparaci cclulares en portaobjectos tedidas con

Giemsa y su posterior conteo morfologico con el uso del microscopio éptico de luz. Las

fucron i badas a una densidad de 1 x 106 células/ml y en botellas de cultivo de
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25 cm® con RPMI 1640 con 2% de suero fetal de bovino durante 2 dias. El medio

condicionado fue colectado y almacenado a -20°C hasta su uso.

Evaluacidn de la actividad indi de la prolifc ion de los li Jici los de
células linfociticas. Para cvaluar la actividad de proliferacién de los medios condicionados
de células linfociticas, sc usaron fibroblastos de donadores normales y de pacientes de LAL
con fibrosis, los cuales fueron sembrados a una densidad de 5 x 10’ células/m! en cajas de
96 pozos, conteniendo 0.2 ml de RPMI 1640 al 15% de sucro fetal de bovino por pozo y sc
cultivaron durante 4 dias. Después sc retird cl sobrenadante y se adicionaron 100, 50 o 25 ul

de los diferentes di dici d Uni ¢ a la cantidad de 100 ul de medio

condicionado de células linfociticas de pacientes de LAL con fibrosis, se le adicionaron
anticuerpos monoclonales dirigidos contra la IL-1a a una concentracion de 1:5 (Genzyme,

USA). Las células se incubaron durantc 24 hr y después se agregod 3H-timidina (1 pCi/ml)

dejando incubar por 20 hr y se cuantificod la radioactividad incorporada en los fibroblastos.

Ensayo de d ion de citocii P en los die dici 4 A los medios
fici d b idos del cultivo de las células linfociticas, se les determind ¢l tipo de
itoci P di ensayos de ELISA (apéndice 2) (Kemeny, 1991),

concretamente GM-CSF, M-CSF, PDGF e IL-la.

Andlisis estadistico. Se realizé una prucba de T para determinar diferencias significativas: a)

Entre las cinéticas de proliferacion de las células fibroblasticas de donadores normales y de
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pacientes de LAL con fibrosis: b) En la incorporacién de SH-timidi entre fibrobl

estimulados con medio dici do dc células linfociti de paci de LAL con y sin
fibrosis; ¢) En la incorporaciéon de *Hi-timidina cntre fibrob). de donadores normales y
de pacientes de LAL con fibrosis al ser imulados con di dici do de célut

linfociticas de pacientes de LAL con fibrosis; d) En la incorporaciéon de *H-timidina cn
fibroblastos cstimulados con 100, 50 y 25 ul de medio condicionado de células linfociticas

de pacientes de LAL con fibrosis; ¢) En la disminucion de la incorporacion de *H-timidina

en fibroblastos estimulados con medi dici do dec células linfociticas de paci de

LAL con fibrosis, en pr de i pos dirigidos contra la IL-lea
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RESULTADOS

Los fibrobl. de médula bsca de paci de IAL conm fibrosis presenmtan una

prolife id la en ion con la de fibrobl, nor les. La exi i

P

de fibrosis en algunos pacientes con LAL indica la presencia de una proliferacién aumentada

de los fibrobl. que se an en la MO. Por lo tanto, sc obtuvicron biopsias de MO
de este tipo de pacientes (Cuadro 1) y se cultivaron las célul di pi para
estudiar su proliferacion y compararia con la de aquell pr d de biopsi de

individuos normales. En dos de los ocho pacientes (pacientes 7 y 8) no hubo crecimiento de

las células a partir de las biopsi debido probabl als p de un no o
reducido de células viables con capacidad de adherirse a 1a botella de cultivo, sin embargo,
cn cl resto de los pacientes (pacientes 1 a 6) y en los donadores normales, se logro
establecer los cultivos por explante (Figura 1A y B) y obtener fibroblastos para realizar los
experimentos que sc describen en el presente estudio. En la figura 1D se muestra un cultivo
de fibroblastos del paciente 1 de LAL con fibrosis, donde s¢ observa que las células de este
pacicnte, prescntaron una proliferacion aumentada en comparacion con los fibroblastos de
un donador normal (Figura 1C), ya que a pesar de tener el mismo tiempo de incubacién (11
dias), se obscrva Ia presencia de varias capas celulares en el cultivo del paciente 1, mientras

que las células del donador normal exhiben una pa. Este p i > s

observo en los pacientes 2 a 6.

Para evaluar las cinéticas de proliferacidn, las células de los pacicntes | y 2 y de los

donadores normales se cullivaron en pr ia de *H-timidi observand. que solo los

fibrob! pr d de los paci con fibrosis, continuaron con la incorporacién de

3H-timidina ain después de diez dias de cultivo (Figuras 2 y 3). Asimismo, sc determind

<0




FIGURA |. Fotografias dc los explantes de médula ésea del donador normal (A) v del
paciente 1 (B), al dia diez de cultivo. Fotografias de tos fibroblastos del donador normal (C)
y del paciente 1 (D), al dia once de cultivo
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FIGURA 2. Cinética de proliferacion de fibrobl, de médula ésea del paciente 1 de
LAL con fibrosis y de un donador normal. (+) paci 1; (O) donad normal. El

porcentaje de variacion de cada uno de los puntos es menor al 3% de cada valor.
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FIGURA 3. Cinética de proliferacién de fibroblastos de médula ésea del paci 2 de

LAL con fibrosis y un dounador normal. (+) paciente 2; (0J) donador normal. El
porcentaje de variacion de cada uno de los puntos es menor al 3% de cada valor.
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que la incorporacion de *H-timidina en los fibroblastos de los pacientes 1 y 2, cs
significativamentc mayor (p= 3.66 x 10 y p=1.80 x 10" respectivamente) que la observada

en los fibroblastos de donadores normales. Esta alta incorporacion de H-timidina indica un

aumento anormal en la proliferaciéon de los fibrobl

de los paci de LAL con
fibrosis.
Cuadro 1. Datos g les de los p de LLAL con fibrosis medular.
PACIENTE SEXO/EDAD No. LEUCOCITOS % BLASTOS % BLASTOS
(cantidad/itro) MO sp

1 ¥/17 ax 10° 98 59

2 M/34 5.2 x 10’ 38 I8

3 Fr1s 1.8 x 10° 26 2

4 F/20 4.4x 10’ 39 15

s M/19 11.2x 10° a8 24

6 M/20 1.1 % 10° 86 53

7 M/16 3 x10° a7 %6

8 F/70 12 x 10* ai 8

‘Todos los pacicntes cstudiados fucron del subtipo morfolégico L2. F: scxo femenino, M: sexo
masculino, MO: médula ésca; SP: sangre periférica.

El medi liciomado de linfobl P de p de LAL con
Sibrosis induce la proliferacion de los fibroblastos de los mismos pacientes y de

JSibroblastos normales. La proliferacion anormal que se observa in vivo en los fibroblastos

de la MO de los pacicentes de LAL con fibrosis, sugicre la presencia de una actividad

estimuladora proced de las células de ]

es decir, de los linfoblastos. Para evaluar

esta hipdtesis sc obtuvo: di dici do de lintobl de

pacientes con fibrosis
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(McLF); mcdio icionado de linfobl.

de paci sin fibrosis (McLNF) y medio

dici do dec linfocitos normales (McLN). Estos medios sc adicionaron al cultivo tanto

de los fibroblastos de pacientes con fibrosis, como de fibroblastos de donadores normales en

pr ia de H-timidi

Sec incluyd un control en ausencia de medio condicionado. Sc

observé que la incorporacién de *H-timidina en los fibrob)
po

inducida por el McLF dc}
paciente 1 (Figura 4), cs significativamente mayor que la  inducida por: 1) cl control

(p=3.51 x 10°°); 2) ¢} McLN (p= 6.43 x 10 '*) y 3) ¢t McLLNF (p= 4.84 x 10"'?). Ademas, se
determind que entre la incorporacion inducida por el McLN y el McLNF no hay diferencias
significativas (p>0.05). El aumento en la incorporacion inducida por ¢l McLF sc observo en
ambos tipos de fibroblastos, sin embargo, fue significativamente mayor en los fibroblastos de
los pacientes con fibrosis con respecto a los fibroblastos del donador normal, a cualquier
concentracion de McLF (p= 3.57 x 107 a 100 i, p= 227 x 10* a 50 uly p= 534 x 107 a

25 pl) Este aumento fue dosis dependiente, dado que la incorporacion inducida con 100 pl

de McLF es significativamente mayor que la incorporacion obtenida con 50 ul
(p= 3.18 x 10™), vy csta Gltima significativamente mayor que la obtenida con 25 pl del
mismo medio (p= 2

22 x 107). Resultados similares se obscrvaron al analizar los medios

condicionados de linfoblastos pr d

de los paci 2.3y4.

Los resultados obtenidos con el paciente 2 fuecron los siguicntes (Figura 5) la
incorporacion de *H-timidina inducida por el McLF es significativamente mayor que la
incorporacion inducida por: 1) el control (p=3.13 x 107); 2) el McLN (p=1.77 x 10?) y 3)
el McLNF (p=1.10 x 10'*). No hay diferencias significativas entre el control, ¢l McLN y el
MCLNF (p>0.05). El

MCcLF induce una mayor incorporacion de H-timidina cn los
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FIGURA 4. Efecto del i dici do de células linfoides del paciente 1 de LAL
con fibrosis, sobre la proliferacién de los fibroblastos. Fibroblastos de un donador normat
( W ), fibroblastos del paciente | de LAL y fibrosis (3 ) Medio condicionado de
linfocitos normales (McLN). medio condicionado de linfoblastos de LAL sin fibrosis
(MCcLNF); medio condicionado de linfoblastos del paciente 1 de LAL con fibrosis (McLF);

sin medio condicionado (control). El porcentaje de variacion de cada una de las barras es
menor al 2% de cada valor.
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FIGURA 5. Efccto del medio condicionado de células linfoides del paciente 2 de LAL
con fibrosis, sobre la proliferacién de los fibroblastes. Fibroblastos dec un donador normal
( @B ), fibroblastos del paciente 2 de LAL y fibrosis ( CJ ) Mecdio condicionado de
linfocitos normales (Mcl.N); medio condicionado de linfoblastos de LAL sin fibrosis
(McLNF); medio condicionado de linfoblastos del pacicnte 2 de LAL con fibrosis (McLF),
sin medio condicionado (control). El porcentaje de variacién de cada una dc las barras es
menor al 2.4%% de cada valor
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fibroblastos del mismo ] con r

P

P a los fibrobl s del d dor normal, en

quicra dc las i utilizadas (p=5.12 x 10®a 100 pul; p=2.64 x 10° a 50 pl;

p=1.14 x 10® a 25 ul). La incorporacioén inducida por ¢t McLF es con 100 ui>50 ul

(p=1.29 x 10"*") y con 50 u1>25 ul (p=3.47 x 10®).

Asimismo, los resultados obtenidos con el p 3 fueron los siguientes (Figura 6):
1a incorporacién de *H-timidina inducida por el McLF es significativamente mayor que la
inducida por: 1) el control (p=3.36 x 107); 2) el McLN (p=6.45 x 10”) y 3) el McLNF
(p=7.58 x 10”°). Hay difercncias significativas en la incorporacién inducida entre McLN y
MCcLNF, siendo mayor la inducida por el McLN (p<0.05). E! McLF induce una mayor

incorporaciéon de *H-timidina en los fibr

os del mismo paciente con respecto a los
fibroblastos del donador normal, en cualquiera de las concentraciones utilizadas (p=3.25 x
10®a 100 ul: p=4.89 x 10™ a 50 pl, p=3.68 x 10”7 a 25 pl). La incorporacién de H-timidina
inducida por el McLF es con 100 ul>50 pl (p=2.19 x 10') y con 50 ui>25 pl
(p=3.93 x 107).

Por tltimo, se evalud el pacicnte 4 y sc obtuvieron los siguientes resultados (Figura 7):
la incorporacion de *H-timidina inducida por el McLF es significativamente mayor que la
inducida por: 1) el control (p= 2.37 x 107%); 2) el McLN (b—qozs x 10%) y 3) el McLLNF
(p=5.20 x 10'*). No hay diferencias significativas entre la incorporacion inducida por el

McLN y el McLNF (p>0.05). El McLF induce una mayor incorporacién de *H-timidina en

fos fibrobl del mi paci con resp a los fibrobl. del d d

normal, a

cualquier concentracion de McLF (p=1.64 x 10" a 100 ul; p=1.26 x 10"'° a 50 ul;
p=2.11 x 10°'? a 25 ul). La incorporacién de *H-timidina inducida por el McL.F es con 100

ul>S0 ul (p=2.73 x 107) y con 50 u1>25 pi (p=3.51 x 107).

48




CPM

100 pi

3,500

3,000

2,500

2,000

1,500

1,000

500

|~
(o] . _// ,_/ B
Mc

CONTROL McLN ‘McLNF LF

FIGURA 6. Efccto del medio condicionado de células linfoides del paciente 3 de LAL
con fibrosis, sobre 1a proliferacion de los fibroblastos. Fibroblastos de un donador normal
(EEB ), fibroblastos del paciente 3 de LAL y fibrosis ( T21 ). Medio condicionado de
linfocitos normales (McLN), medio condicionado de linfoblastos de LLAL sin fibrosis
(McLNF), medio condicionado d¢ linfoblastos del paciente 3 de [LAL con fibrosis (McLF),
sin medio condicionado (control). El porcentaje de variacion de cada una de las barras ¢s
menor al 1.7% de cada valor
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FIGURA 7. Efccto del medio condicionado de células linfoides del paciente 4 de LAL
comn fibrosis, sobre 1a proliferacion de los fibroblastos. Fibroblastos de un donador normal
(@B ); fibroblastos de! paciente 4 de ILAL y fibrosis { T3 ). Medio condicionado de
linfocitos normales (McLN), medio condicionado de finfoblastos de LAL sin fibrosis
(MCcLNF), medio condicionado de linfoblastos del paciente 4 de LLAL con fibrosis (McLF),
sin medio condicionado (control). El porcentaje de variacion de cada una de las barras es
menor al 2.4% de cada valor.




Estos resultados indican quc los medios condicionados de las células de leucemia de
pacientes con fibrosis, inducen un aumento significativo en la proliferacion de los
fibroblastos y que este efecto no se observa al utilizar medio condicionado de linfocitos
normales o bicn medio condicionado de linfoblastos de pacientes sin fibrosis. Ademas, esta
induccién de la proliferacidén es dosis dependiente y sc observa un mayor efecto en los
fibroblastos del mismo paciente. Asi, los linfoblastos procedentes de pacientes con fibrosis

ticnen la capacidad de producir factores quec estimulan una mayor proliferacién de los

fibroblastos de MO.

El medi, Licie do de linfobl procedentes de pacientes de I.AI. con fibrosis

conticne una mayor cantidad de I.-1a en comparaciin con el medio condicionado de

linfoblas procedentes de pacientes de I.AL sin fibrosis. Para evaluar la presencia de
citocinas responsables de la induccion de la proliferacion de los fibroblastos en el medio
condicionado de linfoblastos de los pacientes con fibrosis, se determind mediante  ensayos
dec ELISA Ia posible existencia de GM-CSF, M-CSF, PDGF ¢ IL-l1a. En la figura 8D se
observa que existe una mayor cantidad de IL-la en el medio condicionado de linfoblastos
de pacientes con fibrosis, en comparacion con el medio condicionado de linfoblastos de
pacientes sin fibrosis o el medio condicionado de linfocitos normales. En menor proporcién,

pero presentando todavia una cantidad aumentada con respecto a los controles, se detectd

fa presencia de los factores M-CSF (Figura BC) y PDGF (Figura 8B) en ¢l medio

condicionado de linfobl de los paci con fibrosis.
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ACSORBANCIA

ADBTORBANCIA

GM-CSF McLN MclLNF McLF

ABSORBANCIA

FIGURA 8. Presencia de citocinas en los ‘H ticé 1

de linfobl
pr de paci de LAL con fibrosis. Sc incluyeron en ¢l ensayo de ELISA,
diferentes concentraciones de las citocinas recombinantes. (A) GM-CSF; (B) PDGF,;
) M CSF y (D) IL-1 alfa. Medio condicionado de linfocitos normales (Mcl.N), medio

di

cor do dc linfoblastos de LAL sin fibrosis (McLNF). medio condicionado de
linfoblastos de pacientes de LAL con fibrosis (McLF). Pacicntes con fibrosis (Pl a P6).
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La inhibicion de la H-1a produce un blog en la esti lacio,

de la prnllfc:racirin de

los fibroblastos inducida por el 'H Lici 1,

de los linfoblastos de pacientes con
Sibrosis. La pr ia de una idad el )

de la IL-1a en ¢l medio condicionado de
linfoblastos de pacicntes con fibrosis, sugicre que podria ser la citocina responsable del
incremiento de 1a proliferacion observada en los fibroblastos. En consecuencia, se procedié a
bloquear la actividad biologica de esta molécula mediante el uso de anticuerpos especificos
contra 13 IL.-1at. La figura 9 mucstra que este anticucrpo a una dilucion de 1:5 disminuyo de
mancra significativa (p= 1.96 x 10°'") 1a incorporacion de *H-timidina inducida por 100 pa}
de McLF del paciente 1, sobre los fibroblastos del mismo pacientc. También sc observo una
disminucion significativa en la incorporacion de ’ti-timidina cn los fibroblastos del donador
normal {(p= 3.49 x 10"""). Los porcentajes de disminucion de la incorporacion de *H-timidina
fucron de 38 y 45% en

fos fibroblastos del paciente 1y del donador normal,

respectivamente.

Resultados similares fucron obtenidos con ¢l medio condicionado de linfoblastos

procedente del paciente 4 (Figura 10). dado que el anticuerpo a la misma dilucion

3yo significativ

B

¢ la incorporacion de *H-timidina tanto ¢n los fibroblastos del
mismo paciente (p=1.28 x 10''), como e¢n los fibroblastos del donador normal
(p=1.30 x 10"'%). Los porcentajes de disminucion fucron de 59 y 51% cn los fibroblastos del
paciente 4 y dcl donador normal, respectivamente. Los resultados anteriores muestran que ¢l
anticuerpo dirigido contra la IL-la inhibe aproximadamente el 50% de la proliferacion de

los fibroblastos estimulados con ¢l medio condicionado de linfobl

os de i con

P

fibrosis.
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hibicién de la actividad estimuladora de 1a proliferacién presente en el
medio condi nado de linfobl del paci e 1 de LAL con fibrosis mediante
anticuerpos dirigidos contra ia IL-1 alfa. Fibroblastos de un donador normal (SR ),
fibroblastos dcl pacicnte 1 de LAL y fibrosis ( 3 ). Mecdio condicionado de linfocitos
normales (McLN); medio condicionado de linfoblastos de LAL sin fibrosis (McLNF), medio
condicionado de linfoblastos del paciente 1 de LAL con fibrosis (McLF); sin medio
condicionado (control). Anticucrpos dirigidos contra la [I.-1 alfa a una dilucion de 1:5
(&IL-1 alfa). El porcentaje de variacion de cada una de las barras e¢s menor al 1.9%6 de cada
valor.
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FIGURA 10. Inhibicién de Ia actividad estimuladora de la proliferacion presente en cf
medio condicionado de linfobl del paciente 4 de LLAL con fibrosis, mediante
anticuerpos dirigidos contra la 1L-1 alfa. Fibroblastos de un donador normal (M ),
fibroblastos del paciente 4 de LAL y fibrosis (3 ). Medio condicionado de linfocitos
normales (MclLN), medio condicionado de linfoblastos de LAL sin fibrosis (McLNF), medio
icionado de linfoblastos del paciente 4 de LAL con fibrosis (McLF), sin medio
nado (control). Anticucrpos dirigidos contra la IL-1 alfa a una dilucion de 1:5
alfa). El porcentaje de variacion de cada una de [as barras ¢s menor al 1 3% de cada




DISCUSION
Las citocinas participan en ¢l control del crecimiento de las células, y pueden regular
de manera positiva o ncgativa la proliferacion celular ¢ influenciar ¢l proceso de

diferenciaciéon (Dexter y Heyworth, 1994). La inter ién de dich: itock con receptores

especificos de la brana pl At d d una da de les bioquimi

intracclulares que dan por resultado la activacién y/o represion de varios genes que

participan en los procesos biologi i dos (S 1995).

Aberraci éti y alteraci en los i de tr d ion de scial
sc¢ presentan en una variedad de enfermedades crénicas, incluyendo la leucemia (Hansen,
1995). En este tipo de padeccimiento, cualquier célula que se originan en la médula ésea
(MO), pueden sufrir una transformacion y proliferacion clonal y dar lugar a células que no
son funcionales para el organismo (Hurwitz, 1995). De particular interés por sus

caracteristicas biologicas, l1a lcucemia aguda linfoblastica (ILAL) es un tipo de lcucemia que

se distingue por un exceso de células i duras li

fopoyéticas cn la MO (Hecad y Behm,
1995). Algunos pacientes con esta enfermedad presentan fibrosis medular (FMO), el cual es
un factor de mal prondstico (Thicle, 1995; Sahu,1997). El origen dc la fibrosis se desconoce,

sin embargo en paci con leu i ioblasti iada a fibrosis, sc¢ ha

encontrado que la MO sufrc una infiltracion de B iobl. con la capacidad de

secretar factores de crecimiento, como ¢l derivado de plaquetas (PDGF), el cual estimula la

s

prolife de las células estr les (Kimura, 1988; Ozen, 1997). Asimismo, en pacientes

con leucemia linfocitica crénica, sc ha observado que la interleucina la (IL.-1a) producida
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por Ias células de leucemia, favorece el desarrollo de 1a FMO a través de la proliferacion de
los fibroblastos de MO (Kimura, 1993).
Con base en estos antecedentes y tomando en cuenta que en algunos casos de LAL se

presenta FMO, cl presente trabajo se desarrolio con la finalidad de determinar si las células

de leucemia de pacientes con LAL, prod itoci

con la pacidad de inducir la
proliferacién anormat de los fibroblastos de MO, lo cual podria explicar la presencia de este

padecimiento.

Los datos indican que los fibrobl pr d de paci con LAL que cursan

con FMO, presentan una proliferacién anormal, ya que a diferencia de los fibroblastos de
donadores sanos, estas células no exhiben inhibicién de la multiplicaciéon, por ¢l contrario
proliferan formando varias capas. Este comportamiento puede contribuir al incremento de

las c€lulas fibroblasticas en 1a MO de los pacientes con fibrosis. Estos resultados concucrdan
con los experimentos de otros investigadores (Kimura, 1988 y 1990), los cuales demuestran
quc los fibroblastos procedentes de la MO de pacientes con desdrdenes micloproliferativos
dificren de los procedentes de individuos sanos, en cuanto a la sensibilidad a factores

mitogénicos del suero y a citocinas como el PDGF, lo cual podria representar otra alteracion

en la enfermedad pero a nivel de células estromales, como se ha observado en lcucemia

micloide cronica (Bhatia, 1995).

Decterminamos que los linfoblastos de

paci con fibrosis ejercen un efecto

estimulador de la proliferacidn de los fibroblastos (Figuras 4-7) y que csta actividad es

dalad s cinal

pr P por factores como cl M-CSF, PDGF ¢ lL-la (Figura B).

Asimismo, nucstros datos indican que esta ultima citocina es ¢l principal factor responsable
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de la estimulacion, ya que en el ensayo de bloqueo de su actividad biolégica con anticuerpos
cspcci}':cos. se obtuvo una disminucidén significativa en la capacidad de la proliferacién
(Figuras 9 y 10). Sin embargo, debido a que la actividad proliferativa no fue ncutralizada
completamente por ¢l anticucrpo, podemos suponcr que los otros factores mitogénicos

detectados como el M-CSF y ¢l PDGF, pueden contribuir a la proliferaciéon de los

fibroblastos. Hallazg muy similares han sido reportados para paci con

linfocitica cronica (Kimura, 1993).
Los anteriores resultados pueden ser interpretados como una evidencia de que en LAL

con FMO, uno de los i que participan cn la aparicion de la fibrosis es la secrecion

de IL-1a por las mismas células de lcucemia, la cual induce 1a proliferacion descontrolada de

tos fibroblastos de MO. Debido a que sc han ecncontrado en distintos tipos de leucemia

asociada con fibrosis, la participacién de diferentes citoci en su patogé is (Kimura,
1993; Reilly, 1994; Kimura 1995; Martyre, 1994, Rameshwar, 1996), se podria sugerir que
la fibrosis es una alteracion cuyo desarrolio depende del tipo de leucemia y de las citocinas

son cap de secretar, en cantidades mayores a lo que hacen las

que estas
células normales.

Por otra parte, se sabe que las células malignas presentan cicrtas caracteristicas como

son: auscncia de inhibicién de la proliferacion por co independ ia de factores
séricos, capacidad dec crecimi en di isolid: pacidad de formar tumores en
r: atimicos, y la pr ia de alteraci genéti (c y gcnes supresores de

tumores). En este estudio, hemos obscrvado que la proliferacion in_vitro de los fibroblastos

de pacientes de LAL con FMO, es anormal en comparacion con fibroblastos provenientes de
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donadores sanos, dado quc han perdido la inhibicidbn por contacto y contindan Ia
incorporacion de *H-timidina, ain después de varios dias de cultivo. Esto parcce indicar, que
por si solos los fibroblastos derivados de MO con fibrosis, presentan la capacidad de
proliferar tal y como lo realizan las células transformadas, lo cual por una parte cuestiona el
papel de los linfoblastos como unica via ¢n la induccion a la proliferacidn de los fibroblastos,
llevando a cstablecer la posibilidad de que estas células sc encuentren transformadas.

De esta forma, el posiblc modclo para el desarrollo de esta enfermedad, en la cual

es el sigui : el fibrobl > resp a

participan de mancra activa las células de |
anormalidades cn su

factores secrctados por las células de leucemia y a la vez pr

" .

capacidad de proliferacién, lo que le permite ir desplazando progresi a los

clementos celulares de la MO. Sin embargo, es necesario  cvaluar Jlos demas parametros
mencionados, lo cual nos permitira saber si estas células estan transformadas, o bicn, si se
encuentran ¢n un estadio intermedio hacia la transformaciéon

En la actualidad, todavia no se¢ establece con seguridad la patogénesis de la fibrosis,
aunque al parecer es un padecimicnto cuyo desarrolio es caracteristico del tipo de leucemia
donde se presenta, de ahi que en LAL, estemos proponiendo la participacion tanto de las
células de lcucemia como la de los mismos fibroblastos, cn la progresion de csta enfermedad.

Por lo pronto, con el presente estudio s¢ han aportado conocimientos sobre algunos de
los mecanismos involucrados en la promocion de la fibrosis de la MO, cn pacientes con

led ia aguda linfoblastica. Estos estudios podrian dar la pauta para que en un futuro,

conocicndo la participacion de la IL-ta, se impl el uso de inhibidores de esta

disminuir la masa cclular de

en la terapia de estos pacientes, dado que su bloquco permitiria
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fibroblastos y a su vez el posible efecto que pudicran ejercer factores secretados por estas

células sobre la proliferaciéon de los linfobl 1

icos;, o bicn,

al

quimioterapéutico farmacos dirigidos contra los fibroblastos, ya que estas células podrian
estar transformadas y requerir drogas diferentes a las utilizadas para la leucemia, ello con el

objecto de climinarlas y mcejorar 1a terapéutica y cl prond > de estos p
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APENDICES
APENDICE 1

ENSAYO DE ELISA (ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY).
t. Estabilizar las inmunoplacas (Costar, USA) con 100 ul/pozo de medio

condicionado o bien con 50, 2S5 o 12 ng de las ci ] T bi GM-CSF,
PDGF, M-CSF ¢ IL-1a, diluido en amortiguador de carb pH 9.5 (apéndice 3).

2. iIncubar 2 hr a 37°C y después toda ia noche a 4°C.

3. Lavar 4 veces con SAF-TWEEN preparada al 0.1%.

4. Bloquear con 100 u/pozo de SAF-albumina preparada al 2% durante 1 hr a 37°C.
S. Lavar 4 veces con SAF-TWEEN preparada al 0.1%.

6. Adicionar 100 ul/pozo del primer anticucrpo diluido en SAF-albumina al 2% a una
concentracion  de 1:200. Incubar durante 1 hr a 37°C. Para las citocinas
a detcrminar sc utilizaron  anticucrpos monoclonales dec raton (Genzyme, USA)

para cada una de cllas.

7. Lavar con SAF-TWEEN preparada al 0.1%.

8. Adicionar 100 pul/pozo del 1) d (anti po dario- peroxidasa)
diluido con SAF-albumina a una concentracién de 1:3000. Incubar %4 hr a 37°C.

9. Lavar 4 veces con SAF-TWEEN preparada al 0.1%.

10. Adicionar el sustrato de la enzima (OPD, ornto-phenylencdiamina): Disolver 6 mg de
sustrato en 12 ml de amortiguador de citratos pH 5.6 (apéndice 4). Adicionar 10 ui
de H;0; inmediatamente antes de usarse. Agregar a la placa 100 ul/pozo de a
solucidn y mantenerla cn la obscuridad durante 10 min.

11. Parar la reaccién con 25ul/pozo de F1;SO, preparado a 2.5 N.

12. Leer a 490 nm.
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APENDICE 2
SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS (SAF)

Esta solucién amortiguadora se utiliza para mantener condiciones fisiologicas estables
a un pH de 7.0 por periodos que no excedan las 2 horas. La capacidad dc amortiguacién es

propotcionada por las sales de fosfato, de acuerdo a la siguiente formulacién:

Cloruro dc Sodio  (NaCl) BO g
Cloruro de Potasio (KCI) 02 g
Fosfato Monoacido de Sodio (Na:HPO,) 216 g

02 g

Fosfato Diicido de Potasio (NaH:PO,)

Todos los componentes se disueiven en 1000 mil de agua bidestilada, ajustandose el
pH cntre un valor aproximado de 7.2-7.4 con HCL 8N. La solucion cs csterilizada con

membranas Millipore con diametro de 0.22 micras. La solucidn sc almaccna a 4°C hasta su

uso.

APENDICE 3
SOLUCION AMORTIGUADORA DE CARBONATOS

bilizar las i 1 en ¢l ensayo de ELISA, y se

Esta solucién se utiliza para
prepara de la siguiente mancra:

Carbonato dc Sodio (Na2CO3) 424 g
Bicarbonato de Sodio (NaHCO;) 504 g

Todos los componentes se disuelven cn 1000 m! de agua bidestilada, ajustandose a un

pH de 9.5. Sc almacena a 4°C hasta su uso.



APENDICE 4
SOLUCION AMORTIGUADORA DE CITRATOS

Esta solucioén se utiliza para disolver el sustrato de la enzima peroxidasa (OPD, orto-

phenyl diamina) en el yo de ELISA, y se prepara de la siguiente mancra:
Acido Citrico (CeHeO1.H,0) 2101 g
Fosfato Monoacido de Sodio (Na;HPO,) 284 g

Sc preparan soluciones stock de cido citrico y fosfato monoicido de sodio en 1000
ml de agua bidestilada cada una por scparado. Se toman 48.5 ml de la solucién de icido
citrico y sc agregan a 51.5 ml de la solucidn de fosfato monoacido de sodio. Se ajusta a un

pH de 5.6 y se alimacena a 4°C hasta su uso.
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