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Introduccién

En Meéxico el Instituto Nacional de Cancerologia establece que las
neoplasias hematologicas engloba a una familia compleja de enfermedades cuya
caracteristica principal es la pérdida del control de la proliferacion celular. Las
células malignas experimentan cambios en su estructura y funciones, al
multiplicarse dan origen a una colonia de células diferentes que se reproducen
rapidamente, invaden y destruyen los tejidos normales (1). Estas enfermedades

son ya una de las principales causas de muerte en nuestro pais y a nivel mundial.

De acuerdo con las estadisticas oficiales, la leucemia aguda es el
padecimiento hemato-oncologico mas frecuente a nivel mundial; representan
aproximadamente el 30% de todas las malignidades diagnosticadas en menores
de 15 afios (2) y el 25% de neoplasias en individuos de 15-20 afios. En los
Estados Unidos se diagnostican 3250 nuevos casos de leucemia cada afo y la
incidencia anual de leucemias agudas ajustada en todas las edades, es de 10 a 11
por 100.000/ habitantes. La Leucemia Linfoblastica Aguda es la malignidad mas
frecuente de la nifiez, pero puede ocurrir en cualquier edad. En los Estados
Unidos es mas comun entre la poblacion Latina (1.5 a 2.5 por
100.000/habitantes); una frecuencia intermedia en los blancos (1 a 2 por
100.000/habitantes); y es mas baja en negros (0.5 a 1 por 100.000/habitantes).
Los hombres exceden en nimero a mujeres en todos los grupos raciales (3). La
leucemia linfoblastica aguda (LLA) representa aproximadamente el 80% de los
casos (2500 casos por afio). Cerca del 20% de los casos (800-900 casos por afo)
corresponden a leucemia mieloide aguda (LMA) y una pequeiia fraccion (el 1%) a
leucemia mieloide cronica (LMC) (4). En México durante 2005 estas neoplasias
fueron la segunda causa de muerte en nifios de 5 a 14 afios de edad, con una
tasa de 2.7 por 100,000 habitantes (1, 5).



Las leucemias agudas son desordenes malignos de los precursores
hematopoyéticos de la médula (3), donde estas células adquieren alteraciones
genéticas que las lleva a una proliferacion descontrolada (4), que interfieren con
elementos normales de la medula Osea necesario para la supervivencia (3).
Durante los ultimos afios, nuestra comprension de la patogénesis molecular de

las leucemias ha aumentado considerablemente (6-10).

La transformacion maligna de las células es el resultado de un proceso muy
complejo, que ocurre en varias etapas, y en el que intervienen factores multiples
en su origen y mecanismo, esto se ve reflejado en la complejidad de su
tratamiento y diversidad el mismo, en el cual los resultados son variables, de alli
gue la investigacion que se desarrolla en relacion al cancer involucre aspectos

cientificos basicos y clinicos (11,12).

Las leucemias son un grupo heterogéneo de enfermedades que comienza
en la medula 6sea y se distingue por la infiltracién de estas células neoplasicas en
sangre periférica, ganglios linfaticos, bazo, higado, sistema nervioso central

(cerebro y medula espinal), testiculos y otros 6rganos (2, 3,11).

La leucemia fue descubierta hace casi 200 afos, por lo que puede
considerarse aparentemente como un problema reciente. Desde su descripcion
inicial, las leucemias han sido motivo de una vasta investigaciéon médica, debido a
varias razones: sus dramaticas manifestaciones clinicas, su frecuencia e impacto
en la nifiez, su hallazgo en animales, la sencillez de los andlisis en la sangre
periféerica y de la médula Osea que permitieron comprender mejor la
hematopoyesis, y su forma de tratamiento, adaptada posteriormente a otros tipos

de neoplasias en el ser humano.

Virchow, fue uno de los pioneros en el estudio de la leucemia, la definié a
mediados del siglo XIX como "un proceso sui generis debido a una alteracion en
la diferenciacion normal de las células productoras de sangre. Conocemos las

secuelas de la enfermedad pero no su causa”. En 1845 Virchow describié un



paciente que presentaba un material blanquecino en los vasos sanguineos,
Virchow no estaba seguro de la causa que producia el exceso de glébulos
blancos, por lo cual decidié utilizar el término puramente descriptivo de leucemia
(del griego, leukds blanco y haima sangre; “sangre blanca”) (13). Sin embargo,
no habia sido este el primer caso publicado: en 1827 Velpeau, observo un
paciente de 63 afios con fiebre, debilidad y crecimiento descomunal del
abdomen. El encontrd en la autopsia un higado y un bazo enormes (con peso de
18 veces mayor al habitual), y la “sangre era como una papilla de avena que
recordaba la consistencia y el color de las levaduras del vino tinto” (Velpeau
1827). Otros casos similares fueron publicados por Barth en 1839 y Bennnett en
1845. Estos autores los consideraron como procesos infecciosos, en Virchow
recae el mérito al proponer que el problema no era infeccioso sino una patologia

diferente que afectaba a ciertos érganos (3).

En 1847 Virchow acufio el término de leucemia y en 1856 publicé un
trabajo en el que se describieron las caracteristicas patolégicas de esta entidad,
refiriendo que se trataba de una proliferaciéon de los corpusculos descoloridos. Al
mismo tiempo describié dos tipos de leucemia: la esplénica, asociada con
esplenomegalia, y la linfatica, donde se presentaba aumento de tamafo de los
ganglios linfaticos.

En 1877, el bacteridlogo aleman Paul Ehrlich aplico sus técnicas, en la
hematologia e hizo preparaciones secas de sangre y las tifid con diferentes
colorantes, comprob6 que unas ceélulas tenian afinidad por los basicos, mientras
otras lo hacian por los &cidos inclusive otras células mostraban afinidad a
colorantes neutros. Este hecho fue de gran utilidad en el diagndstico de la
leucemia, ya que permitid describir con detalle y diferenciar los glébulos blancos
normales y anormales (2). Mosler en 1879, describio por primera vez una técnica
para examinar la médula 6sea y diagnosticar la leucemia. Sin embargo, no fue sino
hasta 1930, que en Europa comenzaron a realizarse los aspirados de médula
0sea, que permiti6 comprender mejor las alteraciones morfoldgicas de las células

gue producen esta enfermedad (7, 14).



Durante los ultimos 20 afios, el diagnéstico de las leucemias agudas
resultaban de los hallazgos morfologicos encontrados en las células de médula
0sea y sangre periférica, apoyados en las coloraciones citoquimicas y de diversos
meétodos, necesarios no solo para el diagnostico y la toma de decisiones
individuales del tratamiento (8), también para la clasificacién y categorizacion de
las leucemia en: Leucemia Linfoide aguda (LLA) y Leucemia Mieloide Aguda
(LMA); (Tabla 1) (12, 15,16).

LMA LLA

Tamarfio de los blastos Largos y uniformes Pequefios a medianos

Cromatina Dispersa Abundante

Nucleo 1 a 4, a menudo Ausenteso de 1 a 2;
prominentes indistinto

Citoplasma Moderadamente Escaso a moderado,
abundante, granulos a granulos escasos en casi
menudo presentes todos los casos

Bastones de Auer 60-70 % de los casos Ausente

Mielodisplasia A menudo presente Ausente

Tabla 1.- Citologia usual de LMAy LLA

El diagnéstico de los diversos subtipos LMA y de LLA, constituyen un
desafio importante. El diagndstico correcto no es solamente esencial para la
clasificacion de este heterogéneo y complejo grupo de desordenes, ademas,
desempefia un papel fundamental para la estratificacion en el grupo de riesgo
individual y para las decisiones terapéuticas. Los diagnosticos de leucemias
agudas experimentaron un completo cambio desde los afios 70’s cuando la
citomorfologia y la citoquimica representaba la Unica herramienta disponible para
el diagndstico. Desde entonces se incorpora, la citogenética clasica al diagnostico
rutinario, la citogenética molecular (que comprende técnicas de hibridacion in-situ
(FISH), hibridacion comparativa genomica (CGH), genética molecular

(fundamentalmente con PCR) e inmunofenotipo por citometria de flujo (MFC) (15),



han permitido avances muy significativos para el diagnostico y pronostico de las
enfermedades. Las neoplasias hematologicas requieren de una comunicacion y
cooperacion entre médicos oncologos, hematdélogos, cirujanos y patélogos, asi
como de profesionistas dedicados a la investigacion, quimicos en conjunto y con el
apoyo de las diferentes técnicas de biologia molecular, logren una clasificaciéon
ideal, cientificamente precisa, reproducible , y que pueda predecir el
comportamiento clinico en la mayoria de los casos (16,17).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) clasifica las neoplasias
hematopoyéticas incorporando e interrelacionando la morfologia, citogenética,
genética molecular y marcadores inmunolégicos en un intento por construir una

clasificacion aplicable universalmente y vélida para el prondstico (16).

Clasificacion de las leucemias propuestas por la OMS (16,12):

Leucemias agudas mieloides con alteraciones citogen éticas caracteristicas
LMA con t(8;21) (g22;924).
LMA promielocitica t(15;17) (g22-q11-12) y variantes.
LMA con eosindfilos anormales en medula ésea, inv (16) (p13922) o t(6;16)
(p13;g11).
LMA con anormalidades en 11g23.
Leucemias agudas mieloides con displasia multilinea l.
Con sindrome mielodisplasico previo.
Sin sindrome mielodisplasico previo.
Leucemias agudas mieloides y sindromes mielodisplas icos relacionados
con tratamiento.
Relacionados con agentes alquilantes.
Relacionados con epipodofilotéxinas.
Otros tipos.
Leucemias agudas mieloides no incluidas en otra cat  egoria
LAM minimamente diferenciada.
LAM sin maduracion.
LAM con maduracion.
LAM mielomonocitica.
LAM Monaocitica.
LAM eritroide.
LAM megacariocitica.
LAM de basdfilos.
Panmielosis aguda con mielofibrosis

Leucemias agudas linfoblasticas de precursores B.



LAL-B con t(9;22) (g34;911).
LAL-B con alteraciones de 11g23.
LAL-B con t(1;19) (g23;p13).
LAL-B con t(12;21) (p12;922).
Otras LAL-B.
Leucemias agudas linfoblasticas de precursores T
Leucemia células de Burkitt
Enfermedades mieloproliferativas cronicas
Leucemia mielégena crénica
Leucemia neutrofilica cronica
Leucemia eosinofilica cronica/ sindrome hipereosinofilico
Policitemia vera
Mielofibrosis idiopética crénica
Trombocitopenia esencial
Enfermedades mieloproliferativas/ mielodisplasicas
Leucemia mielomonocitica cronica
Leucemia mielomonocitica juvenil
Leucemia mielégena crénica atipica

Los términos linfocitica (o Linfoblastica) y mieloide (o mielogena) se refieren
a dos tipos de células diferentes, a partir de las cuales se originan las leucemias.
Las leucemias linfocitica se desarrollan a partir de los linfocitos de la médula 6sea.
La leucemia mieldgena (a veces llamada mielocitica) se desarrolla a partir de uno

de los dos tipos de glébulos blancos: los granulocitos o los monocitos.

El término aguda significa "de rapido desarrollo”, aunque las células crecen
rapidamente, no pueden madurar de forma adecuada; El término cronica se refiere
a una condicion en la que las células parecen ser maduras, pero no son
completamente normales. Estas viven demasiado tiempo y causan una

acumulacion de ciertos tipos de globulos blancos.



Leucemia Linfoblastica Aguda

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) puede desarrollarse de cualquier
célula linfoide bloqueada en una etapa particular de su desarrollo, incluyendo las
células primitivas con potencial del multilinage y son clasificadas como LLA
entre linaje By T. Las células se pueden subclasificar mas a fondo segun los
estadios reconocidos de la maduracién normal de las células T y B (7,16,39).
Aproximadamente del 15 al 20 % de los nuevos diagnosticos de LLA en nifios y
adultos, las LLA de linaje T, se relacionan histéricamente a un mal prondstico.
Comparada con la LLA de linaje B que es la mas comun. La LLA-T es definida
por caracteristicas clinicas y biologicas distintas y asociadas generalmente a
caracteristicas clinicas mas desfavorables, tales como una elevada cuenta de

células blancas, adenopatias y afectacion del sistema nervioso central (6,18).

Clasificacion de LLA

Existen distintas formas para clasificar las LLA. La mas utilizada en la
actualidad, distingue a las LLA segun el estadio madurativo de sus blastos y

tiene implicaciones pronosticas.

Morfoldgica

Aproximadamente del 80% al 85% de los casos de nifios con LLA
presentan la médula 6sea totalmente sustituida por linfoblastos, las leucemias
linfoblasticas agudas han sido clasificados de acuerdo al criterio Franco-
britAnico-estadounidense (FAB, por sus siglas en inglés), que las divide en tres
grupos (3, 17,19) (Tabla2).



Morfologia

L1

L2

L3

Tamanfo de la

célula

Predominante pequefio

Grande, Heterogéneo

Grande, uniforme

Caracteristicas

Contorno liso; en ocasiones

Irregular o con hendiduras

Contorno liso, oval o redondo

del nacleo hendiduras o pliegues

Cromatina Homogénea, condensada Variable; heterogénea dispersa Homogénea y punteada

Nucléolo Pequefio y discreto o no visible Presentan uno o dos; a menudo | Prominente; uno o mas
grande

Citoplasma Escaso Abundante a moderado Moderadamente abundante

Vacuolas Variable Variable A menudo prominentes

citoplasmaticas

Porcentaje de 80 18 -

incidencia

Imagen

Tabla 2. Clasificacion de la Leucemia Linfoblastica Aguda, segun la FAB




Inmunobiologia

El inmunofenotipo por citometria de flujo evalla las células individuales en
suspension para la presencia y la ausencia de antigenos especificos (fenotipo).
En los ultimos 10 afos, se ha privilegiado para hacer diagndstico el empleo de la
citometria de flujo para el conocimiento del inmununofenotipo de la neoplasia, la
creciente disponibilidad de una amplia gama de anticuerpos y fluorocromos han
permitido obtener fenotipos mas exacto de células (Figura 1) (20), resaltando la
identificacién de poblaciones anormales (Tabla 4) (21-23). Ademas, la citometria
de flujo es considerada hoy una herramienta indispensable para hacer el
diagnéstico de una neoplasia hematolinfoide y permite monitorear la respuesta al

tratamiento, incluyendo la deteccion de la enfermedad minima residual (21).

Linaje Antigeno

Célula pre-B CD10, CD19, CD20,TdT,

Célula B CD19,CD20,CD22,CD25,CD79a,cCD22,
cCD79a

CélulaT CD1,CD2,CD3,CDh4,CD5,CD7,CD8,cCD3,
TdT

Tabla 4. Marcadores inmunoldgicos comunmente usados en la clasificacion de leucemias

agudas

La clasificacion de LLA por inmunofenotipo esta basada principalmente
en identificar los marcadores de superficie con anticuerpos monoclonales de los
linfoblastos, que complementa las pruebas morfoldgicas y citoquimicas; el linaje
de diferenciacion entre LLA y LMA se puede precisar en mas de un 95% de las
leucemias agudas, y LLA. Ademas se subclasifica en base a su precursores,

célulasBoT.
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Annu. Rev. Immunol. 2006.24:287-320.
Figura 1. Modelo de diferenciacion linfocitaria basado en los estados de maduracion y desarrollo, por la presencia de antigenos en la membrana
celular identificados por anticuerpos monoclonales y por la expresién de inmunoglobulinas en el citoplasma o en la membrana (Adreviaturas: PLC

Progenitores Linfociticos Comunes y DP dobles positivos)



Aproximadamente del 70% al 80% de las LLA en nifios tienen origen en
células B. De este linaje, del 2% al 5% de leucemias se originan de células B
maduras (leucemia de Burkitt); el restante de los casos 15% comprende LLA

derivada de precursores de T (4).

Marcadores de células B

Los receptores para antigenos de las células B (BCR) estan constituidos
por una proteina transmembranal de reconocimiento (IG) y dos proteinas
asociadas (IG-a e 1G-B). Con estos elementos realizan el reconocimiento de
antigenos previamente expuestos y los de novo que se presentan a estas
células, la célula B expresa una gran variedad de proteinas de membrana muy
atiles con fines de diagnostico. Algunas de estas moléculas funcionan como
receptores de sefiales de maduracion y de activacién, otras como las moléculas

CD10 son utiles en el diagnostico (antigeno comun de LLA "CALLA").

El diagndstico por inmunofenotipo puede hacerse con precision por medio

de los antigenos y otras proteinas expresadas en la membrana celular de los
leucocitos de manera normal, donde el diagnostico de una neoplasia
hematoldgica esta basado en la presencia de estos marcadores en numeros
significativamente mas elevado de lo normal, o en la presencia de un fenotipo
aberrante resultado de: la expresion de un marcador en un linaje en el que no
es normalmente expresado, o la expresion de antigenos asincronicos (por
ejemplo, la expresion de un marcador en una fase de diferenciacion dénde
normalmente no pertenece). Por ejemplo en el caso del precursor temprano de B
expresa desoxinucleotidil-transferasa terminal (TdT) y HLA-DRII.
CD19 y CD22 citoplasmatico aparecen de manera temprana y son expresados
practicamente en todos los casos de LLA de precursor de B, lo mismo sucede
con CD79a, donde la expresién de TdT coincide con la reorganizacion genética
de la cadena pesada Ig la expresion CD10 y CD19 precede al reareglo de la
cadena ligera de lg, donde el inmunofenotipo CD10, CD19, CD34 y TdT
representa aproximadamente dos terceras partes de LLA de precursor de B.



La siguiente etapa pre-B, expresa CD20, inmunoglobulinas citoplasmaticas (clg)
y la ausencia de inmunoglobulinas de superficie (slg). La ultima etapa de la
leucemia aguda. La etapa de célula B presenta slg , frecuente perdida de CD10
y TdT negativa; esta etapa corresponde al linfoma de Burkitt. La frecuencia
relativa de la expresion de antigenos precursores de B en LLA se presenta en la
tabla 6(41).

Antigeno Casos positivos en %
HLA-DR 99.8

CD19 98

CD24 97

CD10 (antigeno comun en LLA) 92

CD9 90

CDh22 74

CD34 64

CD20 36

CDh21 4

Tabla 6.Frecuencia de expresion de antigenos de linfocitos B en LLA de precursores de B.

Marcadores de células T

La LLA de células T comprende aproximadamente el 15% de los casos
(4). Las células T son reconocidas con anticuerpos monoclonales por su arreglo
de los genes del receptor (TCR). Los heterodimeros de TCR son expresados en
células T, estos receptores estan compuestos por las subunidades alfa (a) y beta
(B) se expresan en la mayoria de las células T, otros TCR estan compuestos por
las subunidades gama (y) y delta (d) que representan una pequefia fracciéon de
LT circulantes. Ambos tipos de TCR estan asociados no covalentemente con
CD3, un complejo de proteinas implicadas en la transduccion de sefales. El
TCR, a diferencia de los anticuerpos que se unen directamente con los

antigenos, reconoce antigenos en forma de péptidos unidos a moléculas del



complejo principal de histocompatibilidad (HLA) en la superficie de células
presentadoras de antigenos (CPA), lo cual es fundamental para la respuesta de
los linfocitos T. Ademas, la interaccion del TCR con las moléculas del MHC
durante distintas etapas de la vida de los linfocitos T en la periferia y en la
maduracion de sus precursores en el timo, conforman el repertorio inmunolégico
de lo propio y lo no propio. El rearreglo de los genes de la cadena delta TCR-0
es seguido por una relativa sincronizacion de los genes gama y beta, para
finalizar el rearreglo del gen alfa.

Los genes del TCR-® son usualmente modificados alrededor en un 80%
los casos en los precursores de T en la LLA pero los genes de alfa, beta y gama
pueden permanecer en un estado de linea germinal. Los pre-timositos solo
expresan CD3 citoplasmatico, el rearreglo de los genes del TCR-beta es seguido
por la expresion CD7. Los antigenos CD2, CD5 y CD7 son expresados de
manera temprana y persistente a través del desarrollo de las células T. Las
células T normales son caracterizadas por la expresion de TCR/CD3 en su
superficie y de un grupo de marcadores que se muestra en la figura 1, pero
como ya se menciono el diagnostico de una neoplasia hematoldgica esta basada
en la presencia de estos marcadores en numeros significativamente mas
elevado de lo normal o en la presencia de un fenotipo aberrante resultado de la
expresion de un marcador en un linaje en el que no es normalmente expresado,
o0 la expresion de antigenos asincrénicos. El fenotipo de LLA-T corresponde a las
fases tempranas de diferenciacion de células-T dentro del timo, donde los casos
que corresponden a la fase 1 de la diferenciacion de células T son
CD34+/CD7+/CD2+, y algunos de ellos también son CD10+. Este fenotipo
corresponde a la célula del pre-T, de precursores detectados en la medula 6sea.
Los fenotipos de células mas maduras son caracterizados por la falta de CD34 y
CD10, y en una fase de transicion son CD4 /CD8/CD7" (fase 2), esto esta
relacionado con la resistencia a la quimioterapia y una escasa sobrevivencia. La
ausencia de la expresion de CD2 identifica un grupo de pacientes con un mal
pronodstico. Muchos de los casos de LLA-T son HLA-DR negativo.



Aproximadamente un 10 al 20% de los nifios con LLA expresa antigenos
mieloides como CD13 y CD33.

Marcadores Citogenéticos

La caracterizacién citogenética de las células leucémicas es una parte
integral de la evaluacion inicial de LLA, se describe que en mas del 40% de los
casos, presentan anormalidades cromosémicas (2,3). Los analisis citogenéticos
de los linfoblastos, revelan recurrentes translocaciones en regiones que activan
a un grupo pequefo de oncogenes (entre un 25% a 50% de los casos de LLA-T).
Por otra parte una gran proporcion de LLA-T muestra cariotipos normales (4,
18). Las translocaciones cromosOomicas que ocurren en los casos de LLA-T
frecuentemente involucra la yuxtaposicion de los elementos del promotor y del
receptor de la célula-T (TCR) genes en el cromosoma 7 (TCRB y TCRG) y
cromosoma 14 (TCRA y TCRD) con los genes de los factores de la transcripcion,
tales como TAL1 (leucemia linfocitica aguda 1 de células-T; también conocido
como SCL), LYL1 (secuencia derivada 1-leucemia linfoblastica) y HOX11
(Homeobox-11; también conocido como TLX1) (1). La frecuencia de cada

trastorno cromosémico en LLA se presenta en la Tabla 7.

Poliploidias en células blasticas Frecuencia (%)
46,diploidia (normal) 10-20

46, Pseudoploidia (anormalidades 30-40
estructurales)

< 45, Hipodiploidias 7-8
23-29,cercano a la haploidia <1

30-40, baja hipodiploidia <1

>46, hiperdiploidia 40-50

47-50, baja hiperdiploidia 10-15

51-65, alta hiperdiploidia 30-55




66-80, crecano a la triploidia 1

>80, cercano a la tetraploidia 1

Tabla 7. Frecuencia de trastornos en el nimero de cromosomas en leucemia
Linfoblastica en nifios

Los arreglos estructurales o traslocaciones estan presentes en 40% de los
casos de LLA, las anormalidades mas comunes se enlistan en la Tabla 8 (4,17,
24), donde los métodos para la caracterizacion genética de LLA, tal como el
cariotipo o la tincion de cromosomas, proporciona informacién precisa y fiable
sobre la ubicacion de material cromosomico que participa en la reorganizacion
de genes asociados a leucemia (17). Anormalidades genéticas adicionales en
célula T de los individuos con LLA incluyen traslocaciones cromosomicas que
genera la fusiébn de genes que codifican nuevas proteinas quiméricas con
caracteristicas oncogeénicas, tales como el SIL (SCL) - TAL1 y MLL (mixed-linage
leukemia) (6,10). Recientemente, se ha encontrado que mas de 50% de los
casos de LLA-T se originan al activar mutaciones en el principal regulador de la
célula-T NOTCHA1. Las proteinas Notch - Notchl, Notch2, Notch3 y Notch4 - son
los reguladores esenciales de los progenitores hematopoyéticos de linaje T (6,
10, 18, 25).

Trastorno Inmunofenotipo Fusion de genes Frecuencia
citogenético (%)
t(12;21)(p13;22) Linaje-B TEL-AML-1 20-25
t(1;19)(g23;p13) Linaje-B PBX1-E2A 5
t(9;22)(p34;911) Linaje-B BCR-ABL 4
t(4:11)(q21;023) Linaje-B MLL-AF4 3
t(8;14)(g24,932) Linaje-B (maduro) MYC-IgH 2-3
t(17;19)(q22;p13) | Linaje-B HLF-E2A <1
t(11;19)(q23;p13.3) | Linaje-B MLL-ENL <1
1(8;22)(g24;911) Linaje-B (maduro) MYC-IgL <1




t(2;8)(p12;924) Linaje-B (maduro) MYC-IgK <1
t(1;14)(p32;911) Linaje- T TAL1-TCRS <1
t(1;7)(p32;934) Linaje- T TAL1-TCRpB <1
t(1;7)(p34;934) Linaje- T LCK-TCRB <1
t(7;9)(934;932) Linaje- T TAL2-TCRpB <1
t(7;9)(934;934) Linaje- T TAN1-TCRpB <1
t(8;14)(q24;911) Linaje- T MYC-TCRa/d <1
t(14;11)(p15;911) Linaje- T LMO1-TCRd <1
t(11;14)(p13;911) Linaje- T LMO2-TCRd <1
t(7;10)(q34;924) Linaje- T HOX11-TCRp <1
t(7;11)(g34;p13) Linaje- T RHOM2-TCR[3 <1
t(7;9)(934;p13) Linaje- T LYL1-TCRpB <1
t(10;14)(q24;911) Linaje- T HOX11-TCR® <1

Tabla 8. Frecuencia de las anormalidades en los cromosomas mas comunes en nifios

con leucemia linfoblastica.

Diagnéstico

El diagnostico de una leucemia aguda siempre se debe realizar mediante
el andlisis morfologico, molecular y citogenético del aspirado de la médula ésea.
La caracteristica de la leucemia aguda es la presencia de numeros elevados de
blastos en la sangre periférica o la médula 6sea. El nimero de blastos debe
exceder el 30% en sangre periférica 0o el 30% de los elementos nucleados
totales en la médula 6sea para establecer un diagnéstico de leucemia aguda
(3); donde el subtipo de LLA se define con los estudios morfologicos,
inmunofenotipo, y citogenéticos de dicho aspirado.

Caracteristicas clinicas
Los sintomas mas comunes en nifios incluyen: fatiga, pérdida de peso

generalmente no severa, fiebre, petequias (puntitos hemorragicos de la piel),
equimosis (moretones), dolores 6seos. Entre los signos mas frecuentes estan el
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crecimiento de higado, bazo y ganglios linfaticos puede también estar presente
masas mediastinal ( comun en LLA-T) (3,4), tos y otros sintomas respiratorios,
que se pueden confundir desde neumonia, bronquitis y asma. La leucemia
dentro del sistema nervioso central (CNS), puede manifestarse como dolor de

cabeza y datos de meningismo (4).

Tratamiento

El tratamiento de los pacientes con LLA estd adaptado al riesgo del
paciente al diagnostico y comprende tres fases: induccién, intensificacién
(consolidacion) y mantenimiento. La duracion global es de un minimo de dos

anos.

Induccién
El objetivo inicial de todo tratamiento de una LLA es inducir una remision

completa hasta lograr una recuperacion de la hematopoyesis normal. Decimos
gue un paciente estd en remision completa cuando no existe evidencia de
leucemia ni en su exploracion fisica ni en el examen de sangre periférica ni de
médula ésea. Los valores en sangre periférica deben ajustarse a los normales
para la edad del paciente y la médula ésea debe tener una celularidad normal,
con menos del 5% de blastos. La remision completa incluye también la ausencia
de afectacion del SNC o de afectacion extramedular. Obtener la remision
completa es la base del tratamiento de la LLA y un requisito imprescindible para
tener una supervivencia prolongada. Con la mejoria de los tratamientos de
soporte y de los agentes quimioterapéuticos, la tasa de remision completa

alcanzada se aproxima al 96-99%.

Intensificacion (consolidacion)
Una vez lograda la reinstauracion de la hematopoyesis normal los

pacientes en remision son candidatos para la terapia de intensificacion. Este
tratamiento, administrado tempranamente después de la terapia de induccion,
hace referencia a altas dosis de agentes quimioterapéuticos, no usados en la

fase de induccion o la reutilizacion de los agentes del régimen de induccion.
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Mantenimiento
Los pacientes con LLA requieren tratamientos de mantenimiento muy

prolongados. Se ha comprobado que en algunos pacientes que estan en
aparente remision completa, al analizar sus ceélulas con técnicas de biologia
molecular, encontramos enfermedad minima residual. Es por ello que los
tratamientos de mantenimiento se mantienen al menos durante dos afios, con

reevaluaciones frecuentes para la deteccion de recaidas (4,17, 19, 24)

Tratamiento del SNC
El SNC actia como un “santuario” para las células leucémicas, porque

estan protegidas por la barrera hemato-encefalica, que no permite a los agentes
quimioterapéuticos alcanzar concentraciones adecuadas. Para la profilaxis del
SNC, se utiliza punciones Ilumbares repetidas y frecuentes aplicando

quimioterapia intratecal.

Recaida
Aunque los resultados totales para los nifios con LLA han mejorado

durante los dltimos 40 afios, el tratamiento de los nifios que experimentan
recaida siguen siendo un desafio significativo. A pesar de regimenes de
tratamiento intensivos, el 15% a 20% de pacientes recae, y la gran mayoria de
estos nifios muere. La mayoria de las recaidas (75%) ocurre en el plazo de 3
aflos de diagnéstico, y el tratamiento y el pronostico dependen del sitio de la
recaida (médula o extramedular), donde aproximadamente el 12% de las
recaidas es a nivel de médula, 4% a SNC y 1.3% a testiculo. Los factores
asociados a un diagnéstico desfavorable incluyen la recaida de LLA-T y una
recaida temprana en médula (durante la primera remision <36 meses de
diagnostico). Los resultados son algo mejores para las recaidas en el SNC o

testiculares y una recaida tardia en médula en LLA-B.

Trasplante hematopoyético
Los pacientes con criterios de muy alto riesgo al diagnéstico, asi como

aquellos que sufren una recaida, tienen en general una mala evolucion si se les

trata sélo con quimioterapia convencional. Es en estos pacientes en los que el
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trasplante de progenitores hematopoyéticos (TPH) ha conseguido aumentar su
supervivencia. Actualmente las indicaciones de TPH en la LLA se resumen en:
LLA con t9:22, pacientes que no alcanzan la remision completa tras el
tratamiento de induccién y pacientes con recaida (sobre todo si la recaida es
precoz) (17, 19)

Patogénesis

El cancer lo entendemos como la proliferacion incontrolada de células, lo
cual da como resultado el inadecuado funcionamiento de la poblacion normal de
células (26), por lo tanto uno de los principales factores involucrados en la
génesis del cancer, es la alteracion del ciclo celular, el cual en condiciones
normales consta de mecanismos que le permiten controlar su division (27,28).
Estos mecanismos dependen de sefiales tanto intracelulares como
extracelulares que regulan procesos de transduccién de sefiales, permitiendo de

esta forma que una célula entre o no en un ciclo de division celular.

Todas las células hematopoyéticas derivan de una célula madre
hematopoyética (HSCs). Estas células se diferencian hasta células maduras a
través de varios intermediarios celulares que se definen por la expresion de
diferentes antigenos celulares de superficie. Tradicionalmente, los
investigadores han asumido que el primer paso en el desarrollo de las células
hematopoyéticas es la diferenciacion de las HSCs en los precursores mieloides
y linfoides, donde el linaje mieloide en la sangre corresponde a eritrocitos,
megacariocitos, monocitos y granulocitos (eosindfilos, basdfilos y neutrofilos); y
los precursores de las células linfoides desarrollaran células NK, T, y B. La
mayoria de los investigadores estan de acuerdo en que los linfocitos T, B, y
células de NK se originan de un precursor comun, generalmente llamado
precursor linfoide coman (CLP). El nUmero correcto de células hematopoyéticas
maduras y células hematopoyéticas no maduras de cada linaje son producidas

por un balance entre la division celular, la muerte celular programada
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(apoptosis), la senescencia replicativa, y la diferenciacion gobernada por los

factores de crecimiento apropiados (20)

Para que una célula prolifere, debe llevarse a cabo una serie ordenada
de procesos en los cuales el material genético (ADN) es duplicado y los
cromosomas son después segregados a cada célula hija. El ciclo celular basico
se divide en cuatro fases; Durante dos de estas fases, las células realizan los
dos acontecimientos basicos de la division celular: generacion de una sola vy fiel
copia de su material genético (fase de sintesis o fase S), y la division de todos
los componentes celulares en dos idénticas células (mitosis o fase M). Las otras
dos fases del ciclo G1 y G2 representan los periodos, durante los cuales las
células se preparan para un adecuado termino de las fases S y M,
respectivamente. Cuando las células detienen su proliferacion, debido a
cualquiera de las sefales anti-mitogénicas especificas o bien la ausencia de una
sefalizacidbn mitogénica apropiada, salen del ciclo y se incorporan a un estado
de no-division, estado conocido como GO (28). La homeostasis de las células
es dependiente de las relaciones apropiadas entre la proliferacion celular, la
diferenciacién, y la muerte celular. Es decir que, mientras que las células
somaéticas proliferan, la progresion mitotica del ciclo de la célula es regulada
firmemente por una red intrincada de sefales positivas y negativas, que

mantienen un numero de células dentro de parametros normales (28, 29).

Para asegurar la progresion apropiada del ciclo celular, las células han
desarrollado una serie de puntos de comprobacién que le evitan entrar en una
nueva fase, hasta que termine con éxito la fase anterior (27). También es
probable que las células en Fase de GO o células quietas deban pasar ciertos
puntos de comprobacién antes de que puedan incorporarse al ciclo (24,28). Por
ejemplo, ciertas células, CD34+, son células progenitoras tempranas de T, en
sangre periférica no estan activadas, se mantienen en un estado inmévil llamado
GO0, aqui no se estan dividiendo, hasta que entren al ciclo celular y se dividan en

respuesta a factores de crecimiento y mitogénicos. Por ejemplo las células T
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humanas requieren de la coestimulacion de CD3/CD28 por un periodo de 2 a 5
horas para promover la entrada a la fase G1, de lo contrario las células
permanecen en la fase GO, ademas, las células en GO carecen de muchas de

las proteinas que son necesarias para continuar a la fase S (20).

Durante la proliferacion celular activa, el ciclo celular puede ser detenido,
durante la fase G1 o G2: por ejemplo, si el ADN tiene que ser reparado.
El arresto también puede ocurrir cuando una célula susceptible se expone a
factores negativos de crecimiento, lo que causa alteraciones en el ciclo celular.
Sin embargo, en ausencia de factores de supervivencia o de factores de
crecimiento negativos, la suspension de factores de crecimiento, activara
factores apoptoticos. Por lo tanto es crucial mantener un orden de manera
individual en las fases del ciclo celular y el fracaso para mantener el orden
temporal entre la replicacion del ADN y mitosis G1-S-G2-M, resulta de un cambio

en el nimero de copias de los genes (ploidias).

Proteinas que regulan el ciclo celular.

La progresion del ciclo es de suma importancia para la célula y el
organismo, por lo que es altamente monitoreada y regulada. El sistema de
control del ciclo celular se basa en dos familias de proteinas: las cinasas
dependientes de ciclinas (cyclin-dependent kinases-Cdks) y las ciclinas. Cdks
permite la progresion a través de las diferentes fases del ciclo celular
fosforilando los sustratos. La abundancia de ciclinas especificas aumenta
durante la fase del ciclo celular en donde se requieren y disminuye durante las

fases en las cuales no son necesarios (26,27, 29). (Figura. 2)
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Figura 2. Etapas del ciclo y las proteinas que regulan la transicion entre cada etapa

Una gran variedad de proteinas participan en la regulacion del ciclo
celular respondiendo a los estimulos mitogénicos (Tabla 9). Las primeras en
descubrirse fueron las ciclinas, que son proteinas que aparecen y desaparecen
durante el ciclo celular; ellas son reguladores claves en la transicion del ciclo
celular. Después se descubrieron las quinasas, dependientes de ciclinas (CDKSs).
En realidad la ciclina y la quinasa dependiente de ciclina constituyen una sola
macromolécula con actividad de cinasa; ninguna de las dos son funcionales
cuando estan separadas. Finalmente, se descubrieron los inhibidores de
quinasas dependientes de ciclinas. Todas las cinasas dependientes de ciclinas
estan estructuralmente relacionadas unas con otras, y requieren estar asociadas
con sus respectivas ciclinas para constituir la holoenzima y ejercer su actividad.
Entendiendo los mecanismos moleculares que permiten a las células entrar al
ciclo debe proporcionar pistas importantes, de los elementos determinantes de
una proliferacion normal, contra una proliferacion anormal en los organismos

multicelulares (27, 28).
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Ciclina A Activa CDK2 y CDC2 p21, p27 SaM
Ciclina B1 Activa CDC2 p21,p27 Progresion a M
Ciclina B2 NC NC Progresion a M
Ciclina C Activa CDK8 p21, p27 G1-NC
Ciclina D1 Activa CDK4 pl5, pl6, pl8, G1
pl9, p21,p27
Ciclina D2 y Activan CDK6 p1l5,p16,p21,p27 G1
D3
Ciclina E Activa CDK2 p21,p27 Progresion a S
Ciclina F NC NC G2 a progresion a
M
Ciclina G1 y Reparacion del DNA  NC S-NC
G2
Ciclina H Activa CDK7, NC G1-S

regulacion de la
transcripcion y
reparacion del DNA

Tabla 9. Ciclinas, quinasas e inhibidores de quinasas y su relacién con las fases del ciclo celular.

Alteraciones en el ciclo celular

La comprensién de los puntos de control a nivel molecular, su alteraciéon y
su relacion con el cancer es, en este momento, un tema inconcluso y de gran
relevancia, debido a que esta permitiendo disefiar estrategias terapéuticas mas

eficaces para el tratamiento del cancer.

Normalmente el ciclo celular procede sin interrupciones, bajo el

monitoreo, control y regulacion de los mecanismos mencionados. Las células
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normales tienen la capacidad de interrumpir el ciclo celular, cuando ocurre un
dafio celular y se afecta la maquinaria bioquimica o la informacion genética
involucrada en el ciclo. Esta interrupcion, es comiunmente denominada detencién
de la proliferacién; y puede ocurrir en las fases G1, S y G2. La detencién del
avance del ciclo, tiene la finalidad de brindar el tiempo necesario para reparar los
dafios. Una vez que los dafios han sido reparados, el ciclo continla hasta la
division de la célula. Cuando ésta no es capaz de reparar los dafios, se activan
los mecanismos de muerte celular programada para impedir que se produzcan
células hijas con alteraciones en la informacion genética. En caso contrario, si la
célula no muere y queda con un ADN alterado entonces continua hacia la

transformacion maligna (30).

El analisis molecular de las neoplasias en humanos ha revelado que los
reguladores del ciclo celular, y sobre todo los reguladores de la transicion G1-S
estan frecuentemente mutados (31) (Figura 3), lo que muestra la importancia del

ciclo celular en la prevencion o el comienzo del cancer humano.

Entre las alteraciones mas frecuentes se incluyen la sobreexpresion de
ciclinas (sobre todo D1 y E1), de CDKs (sobre todo CDK4 y CDK®6), asi como
pérdida de expresion de CKls (sobre todo pl16, pl5 y p27) y de pRB. Los
cambios en la expresion de estos reguladores suelen ser consecuencia de
alteraciones cromosomicas (amplificacion de ciclina-D1 o de CDK4, translocacion de
CDK®6 y delecion de genes pl6, pl5 o pRB) o inactivaciones epigenéticas
(mutilacion de los promotores de pl6 o pRB). También se han identificado,
aunque con baja frecuencia, mutaciones en CDK4 o CDK6 que dan lugar a la
pérdida de su capacidad de unirse a los inhibidores INK4 (27,31).

Las alteraciones genéticas o epigenéticas en CDK2 y en sus reguladores
han sido raramente descritas en tumores humanos, aunque son frecuentes la
pérdida de expresion de CDKN1B (gen que codifica p27 en humanos) y la

sobreexpresion de ciclina E1. Ambas mutaciones se correlacionan con un peor
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prondstico. Los mecanismos que alteran la expresion de p27 y ciclina E1 en las
células tumorales no son todavia bien comprendidos. La degradacion de p27
es mediada, al menos en parte, por SKP2 , una proteina del complejo SCF. La
proteina SKP2 tiene capacidad oncogénica y su expresion esta alterada en
algunas células tumorales. De manera similar, la proteina responsable de la
degradacion de la ciclina E1 (CDC4/FBW7/AGO) esta inactivada en algunas lineas
celulares de cancer. Alternativamente, la sobreexpresion de ciclina E asociada a
cancer puede ser explicada por la inactivacion de pRB, que es mediada por la
actividad CDK4/6 (26, 28,31). La inactivacion o pérdida de pRB es un evento

frecuente en tumores humanos.
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del 10% de los canceres humanos. Los nimeros representan el porcentaje de tumores con alteraciones en alguno de los reguladores del ciclo
celular que aparecen en la lista. Los loci en los que se ha podido definir mutaciones genéticas o epigenéticas aparecen con fondo claro. Las
alteraciones para las que no se ha encontrado una explicacién mecanistica aparecen con fondo méas obscuro. Las alteraciones relevantes para el

prondstico tumoral aparecen marcadas con asterisco.
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Otras alteraciones menos frecuentes son la pérdida de p130, y no se ha des-
crito la inactivacion de la p107. Esto indica que pl30 y pl07 pueden ser mas

importantes para la diferenciacion que para la proliferacion.

El gen de p53 ha sido llamado el “guardian” del genoma humano porque
transmite una gran cantidad de sefales cuando hay dafio en el ADN, provocando el
arresto del ciclo celular o la apoptosis. El principal regulador de p53 es MDM2. La
proteina MDM2 inhibe la transcripcion y estimula la degradacion de p53. Los sitios
de unién de MDM2 incluyen varios sitios de fosforilacion, aunque el mecanismo
exacto por el cual MDM2 regula la degradacién de p53 no es aun claro. Las
anormalidades de p53 son encontradas en poco mas del 50% de los tumores
humanos. Tales anormalidades, asi como la sobreexpresion, ausencia o
mutaciones en las proteinas clave del ciclo celular ya mencionadas, principalmente
las que estan relacionadas en fase G1, pueden afectar el balance entre la
proliferacion celular, la senescencia, la apoptosis o la diferenciacion, y en
malignidades hematopoyéticas provocan una expansion de clonas malignas, esto
es causado en parte por la inhibicion de la proliferacion y actividad de células
normales; por ejemplo alteracion en las vias de las proteinas CKIl, cdk, pRb y E2b,

y su relacion con leucemias son representadas en la figura 4 (24,32).

cdk6-ciclina D21 —— Me-CDKN2B €BKN2A
M (Células B) (SMD/LMA; LLA-T) ( LLA-T)

» Go PRby (wa
LLA)

p130
cdk6-ciclina D3

cdka-ciclina D2/3
©LLB)

cdk6/4-C|cI|(rSi1E))1 ‘ Me-CDKN1A
G1 (LLA)

Células Stem
Anormalidades
citogeneticas
en: ras, Tp53,
Tp73y
telomerasa

cdk2-ciclinaE |
(AML M5)

Figura 4. Trastornos en proteinas del ciclo celular en leucemias.
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En resumen y como ya se mencion0, en condiciones normales existe un
equilibrio entre la proliferacion celular y la apoptosis, pero en el cAncer aparecen
mutaciones que dan lugar a la activacion de oncogenes, donde el producto de los
oncogenes, sus oncoproteinas, llevan o facilitan la transformacién de una célula
normal en una célula maligna. Las oncoproteinas pueden actuar directamente
con las proteinas que regulan el ciclo celular o pueden controlar su actividad
por fosforilacion o desfosforilacion. La identificacion y caracterizacion de los
oncogenes y sus respectivas oncoproteinas, involucradas en el cancer ha sido
uno de los principales avances biomédicos, las alteraciones citogenéticas
ocurren en una mayoria sustancial de las malignidades linfoides. Las
anormalidades citogenéticas son clasificadas en estructurales o numéricas:
cambios estructurales incluye translocaciones e inversiones; cambios numéricos
incluye deleciones o aumento de regiones o genes completos en los
cromosomas. En la Tabla 10, se muestran algunos ejemplos mas frecuentes de
los tipos principales de proteinas que son activadas por desplazamientos de los

cromosomas en malignidades linfoides (24)

Clase Proteina Translocacién Funcién

Factor de | c-MYC 1(8;14)(924,;932) Involucra  genes
transcripcion reguladores en el
ciclo celular 'y
apoptosis

E2A-PBX1 t(1;19)(g23;p13) Heterodimeros

con proteinas
Hox, bloquea
diferenciacion, vy
transforma células

linfoides
TAL1/SCL t(1;14)(p32;q11) Requerido en la

hematopoyesis,

regula genes

involucrados en la
proliferacion  de
progenitores
mieloides
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HOX11 t(7;10)(g935;924) Inmortalizacién de
las células
hematopoyeéticas

LMO2 t(11;14)(p13;911) | EI complejo con
otras proteinas
regulan la
hematopoyesis

Factor de |IL-3 t(5;14)(931;932) La desregulacion

crecimiento en la produccion
de citocinas
produce efectos
autocrinos y
paracrinos en
progenitores
tempranos
hematopoyéticos

Quinasa BCR-ABL 1(9;22)(p34; ql11) La accion de la
kinasa tiene
funcion
proliferativa y anti-
apoptotica.

NPM-ALK t(2;5)(p23;935) La via de
actividad de la
kinasa ALK
involucra
proliferacion
celular,
transformacion y
supervivencia

Proteinas del | CCND1 t(11;14)(q13;932) | Activa la
ciclo celular progresion del
ciclo celular de
células
centrociticas
Regulador de la | BCL2 t(14;18)(q32;921) | La translocacion
apoptosis desregula la
expresion de
supresores
apoptoticos

Tabla 10. Principales clases y ejemplos de mutaciones causantes de malignidades linfoides.
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Apoptosis

El término 'apoptosis' que es la muerte celular programada, fue acufiado
originalmente para describir las caracteristicas morfolégicas de cierto tipo de
muerte celular, en contraste con el proceso incontrolado de la necrosis. En este
altimo, las células se hinchan y estallan, derramando su contenido entre las
células vecinas, lo cual representa potencialmente una respuesta inflamatoria
perjudicial; en el primero, las células se “encogen” y su contenido citoplasmatico
y nuclear también se condensa, el DNA se degrada para dar lugar a los cuerpos
apoptoticos.

La apoptosis es un proceso innato y evolutivamente conservado, en el
cual las células se inactivan, desensamblan y degradan su propia estructura y
componentes de manera coordinada y caracteristica. El proceso apoptotico
puede ser dividido en tres etapas: la primera fase es la de iniciacién, en la cual la
célula recibe el estimulo que la conduce a la muerte; en la segunda o de
ejecuciéon, se dan la mayor parte de los cambios morfolégicos y bioquimicos
caracteristicos de la apoptosis, y por ultimo, en la tercera etapa o de eliminacion,

los restos celulares son degradados por los macrofagos y células adyacentes.

Apoptosis mediada por una cascada proteolitica intracelular

La maquinaria intracelular responsable de apoptosis parece ser similar en
todas las células animales. Esta maquinaria depende de una familia de
proteasas que presentan una cisteina en su sitio activo y se unen a sus
proteinas blanco en los residuos de acido aspartico especificos. Estas proteinas
son llamadas caspasas. Las caspasas se sintetizan en la célula como
precursores inactivos, o pro-caspasas, estas se pueden activar mediante
protedlisis mediada por otras caspasas activas o por procaspasas o mediante
cambios conformacionales inducidos por caspasas activas. Una vez que estan
activadas, las caspasas se unen, de tal manera que activan a otras pro-
caspasas, dando por resultado una cascada proteolitica. Algunas de las

caspasas activadas interactian con otras proteinas de la célula. Algunas se
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unen a laminas nucleares, causando dafo; otras caspasas activan DNAsas las
cuales cortan el DNA en el nucleo de la célula; asi la cascada de las caspasa es
no soélo destructiva, sino también irreversible, de modo que una vez que una
célula alcanza un punto critico a lo largo de la trayectoria a la destruccion, no

puede dar vuelta atras y repararse (33)

Via receptor de la muerte y granzima

Un papel importante de la apoptosis, se puede ubicar en el
funcionamiento del sistema inmune. El cual esta implicado en el desarrollo
propio de los receptores de linfocitos (TCR), asegurando asi el reconocimiento
de lo propio y lo no propio, en otras palabras las células trasformadas o
infectadas. Los linfocitos pueden activar el proceso apoptético de dos maneras.
En primer lugar, secretan una gama de proteinas en la superficie de la célula
blanco, entre estas proteinas se encuentran, perforinas, las cuales pueden hacer
poros en la membrana de tal forma que permiten que otras proteinas se
incorporen a la célula; por ejemplo la granzima B que se une y activa a pro-
caspasas especificas para iniciar la cascada de caspasas. El segundo
mecanismo es, probablemente el més significativo. Los linfocitos expresan
proteinas tales como Fas y su ligando en la superficie celular. Estos pueden
funcionar reciprocamente como receptores en las células blanco. Los receptores
al unirse reclutan proteinas tales como FADD (proteina Fas-asociada al dominio-
muerte) para formar el dominio DISC (death-induced signalling complex), que
alternadamente recluta moléculas de procaspasa-8 las cuales inician una
cascada proteolitica por medio de las caspasas y conducen a la apoptosis (33,
34).

Las proteinas de la familia Bcl-2 y las proteinas del IAP son importantes
reguladores intracelulares del programa de muerte celular, al igual estas
proteinas intracelulares, regulan la activacion de pro-caspasas. Algunos

miembros de esta familia, como la propia Bcl-2 el Bcl-XL, inhiben la apoptosis,
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blogueando parcial o completamente la activacion del citocromo c de las
mitocondrias. Otros miembros de la familia Bcl-2 no son inhibidores de la muerte,
sino que por el contrario promueven la activacion de procaspasas y la muerte
celular. Algunos de estos promotores de la apoptosis, tales como Bad, funcionan
uniéndose y haciendo inactivas a las formas que estan relacionadas con la
inhibicion de la apoptosis, mientras que otros, como Bax y Bak, estimulan la
activacion del citocromo c¢ de las mitocondrias. Asi, si los genes que codifican
Bax y Bak estan inactivos, las células son resistentes a la mayoria de los
estimulos de induccién a la apoptosis, indicando la importancia crucial de estas
proteinas en la muerte celular programada. Bax y Bak también son activados por
otros miembros de la familia Bcl-2 tales como Bid.

Otra familia importante de reguladores intracelulares en la apoptosis es la
familia del IAP (inhibidor de apoptosis). Estas proteinas aparentemente inhiben
la apoptosis de dos maneras: se unen a algunas pro-caspasas para prevenir su
activacion, y otra via es que se unan a las caspasas para inhibir su actividad.
Cuando las mitocondrias liberan el citocromo c para activar Apaf-1, también
lanzan una proteina que bloquea IAPs, aumentando la eficacia del proceso de

activacion de la muerte (29,40,35).

Céancer y la respuesta inmune.

El desarrollo, migracion, activacion y maduracion de linfocitos es
dependiente de la interaccion ceélula-célula, la cual es coordinada por moléculas
de superficie celular y receptores de antigenos. Durante su desarrollo, las
células linfoides migran a varios sitios en el cuerpo. Los progenitores de los
linfocitos interactian con células accesorias, como células epidermales en el
timo o células estromales de la médula. Estas células nutren e instruyen a las
células precursoras de células linfoides a expresar genes antigeno-receptor,
para proliferar, y diferenciarse en células maduras. Los linfocitos recién
formados a la circulacion y en los tejidos linfoides periféricos, dentro de los

organos linfoides, las células se distribuyen de manera dispersa o agregadas
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formando nodulos o foliculos. Los foliculos linfoides contienen exclusivamente
linfocitos B, ademas de células dendriticas y células reticulares. Fuera de los
foliculos linfoides, predomina los linfocitos T, aunque también hay macréfagos y
otras células accesorias. Cuando las células linfoides se encuentran en reposo,
los foliculos son de tamafio relativamente pequefio y tienen una apariencia
homogénea; estos foliculos se describen como primarios. Los foliculos
antigénicamente estimulados, cambian su apariencia, aumentan de tamario,
muestran centros germinales o germinativos y entonces se describen como
secundarios. En los centros germinativos, los linfocitos B proliferan, expanden su
repertorio inmunologico y adquieren la capacidad de producir anticuerpos de alta
afinidad. La mayoria de las células proliferantes, emigran de los centros
germinales hacia los cordones linfoides de la médula del ganglio y se
transforman en células plasmaticas productoras de anticuerpos, un pequefio

namero de estas células B se transforman en células B de memoria (20)

Una gran cantidad de familias de moléculas de superficie estan
involucradas en la interaccion célula-célula, estas familias incluyen: integrinas,
selectinas, inmunoglobulinas (lg), los Factores de Necrosis Tumoral a y 3
(TNFa y B) y sus receptores TNF (TNFR), las proteinas del complemento,

receptores “scavenger”, y las proteinas tetraspan.

La respuesta inmunitaria contra células cancerosas se basa en la
suposicion de que expresan antigenos de-novo, que no se encuentran en las
células normales del mismo tejido, lo que permitiria al sistema inmune
identificarlas y montar una respuesta para eliminarlas. Para eliminar estas
aberraciones, el sistema inmune posee diversos mecanismos que le facilitan
reconocer y eliminar estas células transformadas, por ejemplo utilizando
linfocitotoxinas contenidas en LT CD8+. Sin embargo, en algunas ocasiones, la
respuesta inmune no es lo suficientemente efectiva para controlar el crecimiento

celular anormal, no se expresan los antigenos tumorales o no se tiene la
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capacidad para identificarlos, lo que trae como consecuencia el desarrollo de una
neoplasia.

Algunos antigenos presentes en las células neoplasicas corresponden a
antigenos presentes en células normales durante su etapa de diferenciacion, por
ejemplo los antigenos embrionarios que desaparecen cuando el embrion madura,
posteriormente alguno de estos antigenos reaparecen asociados con algunos
tumores, por ejemplo los niveles de alfa-fetoproteina (a-AFP) suele estar aumentada
en carcinoma de higado, de testiculo, mientras que el antigeno carcinoembrionario
(CEA) se incrementa en el cancer de colon.

Al igual CA125 es un marcador tumoral, que se expresa especialmente en los
tumores del epitelio ovéarico, CA15.3 es una glicoproteina que se asocia a carcinomas
de la glandula mamaria; CD10 (CALLA) es un antigeno comun de la leucemia
linfocitica aguda, es una glicoproteina que se encuentra en las células de la leucemia
humana, aunque también se ha detectado con valores minimos en otras células

como granulocitos y células renales.

Vigilancia Inmunologica

El papel que desempeia el sistema inmune en el control de tumores fue
propuesto inicialmente por Thomas y Burnet en 1957, con la teoria de la
"vigilancia inmunoldgica". Esta teoria postula que, dentro de un organismo,
continuamente se estan generando células malignas, pero que estas son
identificadas y destruidas rapidamente por el sistema inmune. La vigilancia
inmunolégica ha sido comprobada en varios modelos experimentales por
ejemplo, la timectomia neonatal incrementa la frecuencia de tumores en
animales de experimentacion, la incidencia de tumores es mayor durante las
etapas avanzadas de la vida (cuando el timo esta morfolégica y funcionalmente
disminuido); aunque estas y otras observaciones sugieren que el control de las
neoplasias depende de la respuesta inmunitaria, hay otras observaciones que
dificultan identificar la poblacion celular que realiza estas actividades y hace ver

gue este es un fenomeno muy complejo, por ejemplo se ha visto que en ratones
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desnudos (nu/nu), los cuales son atimicos y por eso no tienen linfocitos T maduros,
se pueden injertar algunos tumores, pero no presentan mayor incidencia de
tumores que los ratones con timo normal. Esto sugiere la posibilidad de que las
células responsables de la vigilancia inmunoldgica no sean exclusivamente las
células T, sino algun otro tipo celular como las células asesinas (NK), ya que estas
células se encuentran en numeros normales y son funcionales en los ratones
(nu/nu); al igual cuando se presenta alguna deficiencia funcional de los linfocitos
NK, esta asociada a una elevada incidencia de tumores, como ocurre en ratones
“beige” (desorden autosémico recesivo). El sistema inmune de los mamiferos es
una red intrincada y perfectamente regulada, en la que participan varias
poblaciones celulares (linfocitos T y B, macréfagos, y otras células), asi como
moléculas solubles (citocinas), donde la interaccion de todos estos elementos

permite que se desarrolle una respuesta inmune contra las clonas transformadas.

Es de suponerse que la inmunidad contra los antigenos tumorales se induce
de manera analoga a como se induce la respuesta inmunitaria contra cualquier otro
antigeno: donde los antigenos liberados por las células malignas pueden ser
manejados como otros antigenos solubles, y esto incluye, su procesamiento y
presentacion por células presentadoras de antigeno (APC), hasta la activacion de las
células mediadoras de la respuesta inmune celular (Thl CD4+, Tc CD8+) y humoral
(Th2 CD4+, LB). Se entiende también que la induccion de la respuesta anti-tumoral
requiere de la apropiada presentacion de los epitopos tumorales y su reconocimiento
por células reactivas, de la secrecion de citocinas proinfimatorias y de la expresion
normal de moléculas coestimuladoras tanto en las APC como en las células efectoras
especificas y de la funcion regulatoria de todos estos procesos bioldgicos. Mediante
este mecanismo de induccion de la respuesta inmunitaria se generan tanto células T
CD8+ efectores citotoxicos, y las células T CD4+ que pueden diferenciarse en las
células T inflamatorias (Th1l), células T helper (Th2) y Treg. Las células tumorales son

también reconocidas y destruidas de manera directa e inespecifica por células NK.
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Células citotoxicas

Linfocitos T citotoxicos (CTLs) y células asesinas naturales (NK) son
células efectoras que comparten vias citotoxicas, pero las primeras tienen la
competencia de realizar un reconocimiento especifico del “antigeno modificado”
y las segundas actuan de manera inespecifica. Ambos funciones son necesarias
para la defensa contra las células infectadas por virus o transformadas y
tumorales. Ambos tipos de células matan sus blancos celulares por cualquiera
de los dos mecanismos que requiere del contacto directo entre el efector y la
célula blanco. En el primer caso, los granulos citotdxicos contienen, una proteina
que altera la conformacion de la membrana por medio de poros conocida como
perforina, y proteinas con capacidad citolitica conocidas como granzimas; Las
granzimas son una familia de serina-proteasas altamente homadlogas contenidas
en los granulos citotoxicos. Su funcion es inducir la muerte celular y eliminar
células infectadas por virus, células neoplésicas y células alteradas

Las granzimas pueden también desempefar un papel en la regulacion
inmune controlando la supervivencia de linfocitos activados y pueden también
regular la inflamacion actuando sobre substratos extracelulares. Hay cinco
granzimas en humanos y diez en el ratdn, en humanos los genes se encuentran
en los cromosomas 5, 14 y 19 (figura 5). Granzima A y granzima B (GzmaA,
GzmB) son las granzimas mas abundantes. La GzmB, se une a la derecha de
residuos de acido apartico, utilizando muchos de los mismos substratos que las
caspasas. Las células asesinas, incluyendo las células NK, células citotoxicas
CD4 y CD8-T, e incluso algunas células T reguladoras (Tregs) (41), expresan
patrones altamente variables y de granzimas que dependen de tipo de célula y
del modo de activacion (33,39). Las granzimas son secretadas por exocitosis e
inducen apoptosis de la célula blanco. Esta via apoptotica activa cistein
proteasas apoptoéticas, conocidas como caspasas; esta via puede llevar a la
célula blanco a apoptosis en ausencia de caspasas. La segunda opcion implica
la accién y la agregacion de los receptores de muerte en la célula blanco,

conocido como FAS (CD95), que deberd unirse a su ligando (FasL), en la
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membrana de la célula efectora, dando lugar a la via clasica de apoptosis
dependiente de caspasas. La funcion principal de la via FAS-FASL es eliminar

células linfoides autoreactivas (34, 36, 37,38).

Granulo-exocitosis

Los granulos citotdxicos son lisosomas secretores especializados, que
estan presentes solamente en células con capacidad citolitica. Cuando una
célula T reconoce a su blanco, utilizando el receptor de antigenos (TCR), se
genera un area de convergencia de la célula T con su blanco y se establece “la
sinapsis inmunoldgica”. En la region central de la sinapsis de la célula T, se
encuentra el receptor de la célula T (TCR) y coligandos - CD3 , CD4, CD8 que
identifican la subpoblacion celular y su asociacion con las sefiales moleculares
de diferenciacion, es rodeado por moléculas méas grandes, tales como CD2 y
LFA1 (leukocyte function-associated antigen 1), las cuales forman areas que
estabilizan la sinapsis. Esta sinapsis se forma minutos después de la interaccion
inicial del TCR con su antigeno y dura mas de una hora, el movimiento de los
granulos es orquestado por el centro de organizacion de los microtubulos
(MTOC) (34).

Los granulos citotoxicos contienen proteinas formadora del poro
(perforinas) y una familia de serina-proteasas conocidas como granzima A y B.
Estas son las granzimas mas abundantes en los humanos y han recibido la
atencion de diferentes autores particularmente, la granzima B porque activa la
via apoptética dependiente de caspasas, estas se unen después de residuos de
acido aspartico. Los granulos con las granzimas activas (proteinas basicas) se
almacenan en asociacién con sulfato proteoglicano de condroitina, los cuales se
disocian al ser liberados, una vez realizada la sinapsis inmunologica donde el pH
es neutro. Los dominios cationicos conservados en la superficie de la granzima
B parecen regular su aglutinamiento en la membrana que esta cargada
negativamente y la subsecuente absorcion en vesiculas endociticas. Después de

encontrar Ca®* extracelular, la perforina se une a lipidos de membrana de la
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célula blanco. Si hay suficiente concentracion de perforina, esta puede
polimerizarse y complementar la formacion de poros transmembranales de 10-
20 nanometros de diametro, a través de los cuales las granzimas se pueden
difundir en la célula. Alternativamente, las bajas concentraciones (sub-liticas) de
perforina, facilitan la absorcién y la acumulacién de granzimas (figura 6) (33,
37,38,42).

Como ya sabemos una de las particularidades de la apoptosis es la dafio
al DNA, y esto ocurre durante muerte celular inducida por las células citotoxicas.
La induccion de la fragmentacion rapida del DNA en células blanco se deteriora
de manera importante cuando se lleva a cabo por medio de CTLsy granzima B.
En las células blanco, la fragmentacion del DNA se puede mediar por lo menos
por dos endonucleasas: endonucleasa G, que es librada por las mitocondrias, y
DFF40/CAD (factor de la fragmentacion de la DNA 40/ deoxynucleasa caspase-
activated). EI CAD esta presente normalmente en un estado inactivo, y su
activacion requiere la protedlisis del inhibidor ICAD, actividad realizada por la
caspasa-3, recientemente se reconoce que ICAD es sustrato de granzima B,
dando por resultado la induccion de la fragmentacion del DNA independiente de

caspasas.

Otro blanco importante de la granzima B es la interaccion con BID ( BH3-
dominio agonista de muerte), el cual destruye la integridad de la membrana
externa mitocondrial activando BAD (BCL-2 antagonista de la muerte celular) y
BAX (BCL-2proteina X asociada), lo que tiene como consecuencia la liberacion
al espacio intermembranal de moléculas pro-apoptéticas como el citocromo c,
endonucleasa G (ENDOG) y HtrA2/OMI (una serina proteasa recientemente
identificada que inhibe al inhibidor de la proteina de la apoptosis (IAP), Sin
embargo, el factor inductor de la apoptosis (AIF) no es liberado, el citocromo ¢
que es liberado al espacio intermembranal se une al APAF1, que recluta pro-
caspasa-9 para formar el apoptosoma. En el apoptosoma, es activada la

caspasa-9 y alternadamente puede ser proteoliticamente activada la caspasa-3.
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La pro-caspase-3 parcialmente activada puede también dimerizarse y activarse.
Asi los componentes de los granulos citotéxicos pueden dafiar a la mitocondria
por la liberacibn de factores pro-apoptéticos al espacio intermembranal;
afectando el potencial trasnsmembranal de la mitocondria, llevando al colapso y

a la posible muerte celular por necrosis (Figura 7) (42).
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Los diferentes estudios realizados hasta ahora, sobre todo in vitro han
indicado que las células tumorales son susceptibles de ser destruidas por casi
todos los mecanismos efectores de la respuesta inmunologica (Tabla 11). Es
decir, pueden ser destruidas por efecto de la actividad litica del complemento (en
presencia de anticuerpo); por la citotoxicidad celular dependiente del anticuerpo
ejercida por células NK, macrofagos y neutrofilos; por la citotoxicidad ejercida por
linfocitos T citotoxicos CD8+, células NK y macrofagos activados con IFNy y por

efecto de los factores de necrosis tumoral alfa y beta (TNFa y TNF(3)

1. Complemento (en prencia de anticuerpo).

2. Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC), Células
(NK, macroéfagos y leucocitos polimorfonucleares PMN ).

3. Linfocitos T (CD4+ y CD8+).

4. Células NK (por citotoxicidad directa).

5. Citocinas: IFN y, TNFa y TNFB (linfotoxina).

Tabla 11. Efectores de la respuesta inmunitaria que destruyen células tumorales.

Mecanismos de escape tumoral a la respuesta inmune

A pesar de que el sistema inmune es altamente eficiente en su respuesta
contra el cancer, existen mecanismos generados por los propios tumores que les
permiten evadir dicha respuesta y desarrollarse en el organismo. Entre estos
pueden mencionarse: a) falta de expresion de antigenos tumorales; b) disminucién
de la expresion de las moléculas de clase | del MHC; c) disminucion de la
expresion de genes que codifican para las proteinas TAP1/TAP2 (proteinas
transportadoras de antigeno); d) secrecibn de bajos niveles de citocinas; e)
células cancerosas que proliferan, de preferencia, durante periodos de
inmunodeficiencia, aunque estos solo sean transitorios; f) durante los estados
iniciales del tumor, la cantidad de antigeno tumoral es pequefia para estimular las

respuesta inmunitaria del hospedero, aunque podria ser suficiente par inducir de
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manera cronica un estado de tolerancia inmunologica; g) la funcién por ausencia o

alteracion de las NK.
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Justificacion

La leucemia linfoblastica aguda es la malignidad hemato-oncolégica mas
frecuente en nifios menores de 15 afos y la segunda causa de muerte en nuestro
pais con una tasa de 2.7 por cada 100,000 habitantes. La proliferacion
descontrolada de los precursores hematopoyéticos de la medula 6sea en esta
neoplasia, da como resultado un inadecuado funcionamiento de la poblacion
normal de células. Es probable que uno de los factores involucrados en la
patogénesis, sean alteraciones en el control de la apoptosis, de ahi la importancia
de conocer el grado de participacion de algunos elementos de la respuesta
inmune presentes en la LLA. La citotoxidad mediada por granzima B es una de
las vias para eliminar células transformadas, creemos importante conocer el grado
de participacion de esta via apoptotica dentro del origen, recaida y vigilancia de la
leucemia linfoblastica aguda. Es importante mencionar que en esta neoplasia se
han descrito gran cantidad de alteraciones genéticas y factores de riesgo, hay muy
poca informacién de las posibles alteraciones de la respuesta inmune en las
leucemias, y en el caso particular del estudio de la apoptosis solo existe un
articulo referente al comportamiento de la granzima B y perforina, pero en la

leucemia mieloblastica aguda.



Objetivos
Objetivo General
Identificar la expresion de granzima B, en linfocitos CD8+ de nifios
mexicanos con diferentes estadios de leucemia linfoblastica aguda (LLA)
Objetivo Particular

Identificar mediante citometria de flujo, la presencia de Granzima B en la
poblacion de LT CD8+ en sangre periférica y de médula 6sea de nifios con
diferentes estadios de LLA.

Hipotesis

En pacientes con leucemia linfoblastica aguda existe disminucion en la
expresion de Granzima B, en fases con actividad leucémica (recién diagnostico y
recaida), en comparacion con la fase de control, tanto en medula ésea como en

sangre periférica.
Ho
No existe alteracion en la cantidad de granzima B de LTC CD8+ en las tres

diferentes fases de la LLA, en las muestras de medula 6sea y sangre periférica de

nidos con LLA



Material y Método

El presente proyecto se planteé en colaboracion con la Unidad Médica de
Alta Especialidad (UMAE) del Servicio de Hematologia Pediatrica de Centro
Médico Nacional “La Raza” IMSS , para el estudio y cuantificacion de granzima B
en pacientes con leucemia linfoblastica aguda (LLA), en 3 diferentes estadios de
la enfermedad (recién diagnostico, recaida y vigilancia o control), para lo cual los
enfermos remitidos al servicio de hematologia pediatrica por sospecha de LLA,
fueron hospitalizados para su revision clinica exhaustiva, realizar estudios de
laboratorio y gabinete que el grupo de hematologos responsables determinaron.
Las tomas de meédula 6sea (MO), se utilizaron para analisis citomorfologicos,
citogenéticos e inmunotipificacion por citometria de flujo. La toma de sangre
periférica, para los siguientes estudios: Biometria Hematica completa, Quimica
sanguinea y electrolitos séricos, policultivos y serologia para virus de: hepatitis B,
hepatitis C, virus de inmunodeficiencia humana VIH, citomegalovirus CMV, virus
Epstein-Barr VEB y Toxoplasma; con todos estos elementos se establece el
diagndstico de aquellos nifios en los que se demuestra LLA, se nos proporciono
una parte de la muestra de MO y de sangre periférica y se incluye en el grupo de
recién diagndéstico o de novo.
Los pacientes que presentaron recaida son aquellos quienes estando en control,
reinician con manifestaciones clinicas y alteraciones de laboratorio, se sigue el
procedimiento referido anteriormente, se concluye recaida de LLA y se incluyen en
el proyecto como casos de recaida.
Los pacientes en vigilancia, fueron citados por el médico hematdlogo, se puso en
contacto con el paciente y explicé ampliamente los motivos para la obtencion de
las muestras, consintiendo el procedimiento, se reitera que esta poblacion tiene

cuando menos tres anos sin enfermedad.

En la muestra se incluyeron un total de 22 pacientes independientemente

de su género (Tabla 8), menores de 16 afos al diagnoéstico y en las siguientes



etapas de la enfermedad LLA: diagnostico reciente (Novo), pacientes con Recaida
y en Vigilancia con minimo de tres afios de remisién completa continua; ninguno

de los pacientes presentaron alteraciones en los resultados de serologia viral

DIAGNOSTICO RECAIDA VIGILANCIA
RECIENTE
MEDIANA DE EDAD 8.5 7 7.2
EN ANOS
Al diagnostico
TOTAL 11 4 7
N % N % N %
GENERO
Masculino 10 90.9 2 50 5 71.42
Femenino 1 9.09 2 50 2 28.57
DIAGNOSTICO
FAB
L1 11 100 4 100 6 85.71
L2 0 0 0 0 1 14.28
DIAGNOSTICO
INMUNOLOGICO
Células B 11 100 4 100 7 100
Células T 0 0 0 0 0 0
RIESGO AL
DIAGNOSTICO
Alto 5 45.45 2 50 2 28.57
Estandar 6 54.54 2 50 5 71.42
BIOMETRIA
HEMATICA Mediana Min-Max | Mediana Min-Max | Mediana Min-Max
Hemoglobina gr/dl 8.7 3.6-14.4 11,45 8.6-14.214 12.7-15.4
Hematocrito % 38.35 11.5-31.833.32 23.7-42.241 36.2-44.1
Leucocitos/ul 33352.9 1080-42972058017.5 7110-1953006101.4 2908200
Neutroéfilos/ pl 5371 40-214806225 3610-117183132 1102-474(
Blastos/pul 76641.5 0-36520042979.5 0-1679580 0-(
Plaquetas/ pl 133875 20000-359000127500 49000-21300023000 70000-27600(

Tabla 8. Caracteristicas generales de los pacientes por grupo de estudio

En la muestra de Mo como en la de SP se midi6 la expresion de Granzima
B por citometria de flujo; las tinciones se realizaron en el laboratorio de
inmunologia de la Unidad de Morfologia y Funcion en la Facultad de Estudios
Superiores Iztacala, UNAM vy las lecturas en el Laboratorio de citometria de flujo
de los Laboratorios Centrales en el Centro de Investigacion y Estudios Avanzados
del IPN.



Criterios de inclusion

Diagnostico reciente (Novo)

El diagnostico de LLA T o B se establecié con blastos del 25% o mayor,
morfologia linfoide de acuerdo con los criterios de la FAB e inmunofenotipo en el
aspirado de medula 6sea
Recaida

Cuando el paciente presenta nuevamente datos clinicos de leucemia, o en
la biometria hematica citopenias y/o blastos y se corroboran en aspirado de

médula 6sea cuando hay mas de 5% de blastos, o en algun sitio extramedular.

Remision completa (vigilancia)

Ausencia de datos clinicos de leucemia, restauracion de la hematopoyesis en la
medula osea con menos de 5% de blastos y biometria hematica con hemoglobina
mayor de 10gr/dL (sin transfusion), neutréfilos totales = 1500/mcL y plaquetas =
100,000/mcL.

Tinciones

Para realizar la tincion de las células de MO, y SP se reviso que esta no
presentara fibrina 0 coagulos, resuspendiendo la muestra después de cada paso

para homogenizar y asegurar la buena realizacion de la metodologia.

1) Colocar 25 pL de la suspension de células obtenidas de MO o SP en
cada uno de los 4 tubos para FACS a utilizar.
2) Se realizan los marcajes con los anticuerpos correspondientes de

cada muestra:



3)

4)

5)

6)

7

8)

9)

Tubo 1 | Blanco

Tubo 2 | Isotipo (SC-3738 Lot HQOO07)

Tubo 3 | Isotipo (SC-2339 Lot G1107)

Tubo4 |CD 3 (EXBIO PC-202-T100 Lot 12-
2009), CD 8 (BD 347313 Lot 19203) y
Granzima B (SC-1969 Lot H0207)

Se incubd los tubos con CD3 y CD8 durante 30 minutos a
temperatura ambiente en obscuridad.

Se realizd un lavado agregando 500 pL de PBS (4°C),
resuspendiendo y centrifugando a 2000 rpm.

Se agrego 50 pL de Buffer de permeabilizado (sc-3623 Lot #F2102),
y se incuba 15 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad.

Se realiz6 un segundo lavado agregando 500 pL de PBS (4°C),
resuspendiendo y centrifugando a 2000 rpm.

Se elimino el sobrenadante y agregé la granzima B, se incubé por 30
minutos a temperatura ambiente en obscuridad

Se realizé un tercer lavado agregando 500 pL de PBS (4°C),
resuspendiendo y centrifugando a 2000 rpm

Se agrego 100 pL de Buffer de Lisis (SC 3621 Lot #F2102) y se

incuba 15 minutos a temperatura ambiente y en la oscuridad.

10)Se realiz6 un cuarto lavado agregando 500 puL de PBS (4°C),

resuspendiendo y centrifugando a 2,000 rpm.

11)Se eliminé el sobrenadante y agregé 50 uL de Buffer de Fijacion (SC

3622 Lot #F2102)

12)Se incub6 15 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad.

13)Se realiza un cuarto lavado agregando 100 pL de PBS (4°C)

resuspendiendo y centrifugando a 2,000 rpm.

14)Se elimino el sobrenadante y agregé 200 uL de Buffer de Lavado

(SC 3624 Lot #F2102).



La lectura de la muestras se llevo a cabo en un clittmetro FACS Calibur BD
de cuatro canales, midiendo 20,000 eventos. Los datos fueron analizados con el
software de la empresa Dako MoFlo and CyAn ADP version 4.3, en el cual con
ayuda de los isotipos y el blanco se selecciono una region en un Dot plot FSC vs
CD3 seleccionando la regién que correspondia a los eventos negativos. En el
tubos 4 con ayuda de esta region se seleccionaron todos los eventos CD3
positivos posteriormente en un segundo Dot plot se pudieron seleccionar la region
CD8+ y GZM-B+, obteniéndose asi el numero y porcentaje de células ademas de

la Intensidad Media de Fluorescencia (MFI)



Resultados

En la figura 10 se muestra la calibracion del blanco (10a), isotipo de chivo
(10Db) e isotipo de Mouse (10c), asi como la seleccién de las células CD3 (10d) y la
posterior seleccion de las células CD8+/GZM-B+(10e) de una muestra de sangre

periférica de un paciente con diagnadstico reciente(novo).
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Figura 10. Dot-Plots muestra de sangre periférica, de un paciente con diagnostico reciente

En la figura 11 se muestra la calibracion del blanco (11a), isotipo de chivo
(11b) e isotipo de Mouse (11c), asi como la seleccién de las células CD3 (11d) y la
posterior seleccion de las células CD8+/GZM-B+(11e) de una muestra de medula

0sea de un paciente con diagnostico reciente (novo).
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Figura 11. Dot-Plots de una muestra de medula ésea, de un paciente con diagnostico reciente



En la figura 12 se muestra la calibracion del blanco (12a), isotipo de chivo
(12b) e isotipo de Mouse (12c), asi como la seleccion de las células CD3(12d) y la
posterior seleccion de las células CD8+/GZM-B+(12e) de una muestra de sangre

periférica de un paciente con recaida.
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Figura 12. Dot-Plots de una muestra de sangre periférica, de un paciente con recaida



En la figura 13 se muestra la calibracion del blanco (13a), isotipo de chivo
(13Db) e isotipo de Mouse (13c), asi como la seleccidn de las células CD3 (13d) y la

posterior seleccion de las células CD8+/GZM-B+(13e) de una muestra de medula

0sea de un paciente con recaida.
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Figura 13. Dot-Plots de una medula ésea, de un paciente con recaida



En la figura 14 se muestra la calibracion del blanco (14a), isotipo de chivo
(14b) e isotipo de Mouse (14c), asi como la seleccién de las células CD3 (14d) y la

posterior seleccion de las células CD8+/GZM-B+(14e) en sangre periférica de un

paciente en vigilancia.
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Figura 14. Dot-Plots de una sangre periférica, de un paciente en vigilancia



En la figura 15 se muestra la calibracion del blanco (15a), isotipo de chivo

(15b) e isotipo de Mouse (15c), asi como la seleccion de las células CD3(15d) y la
posterior seleccion de las células CD8+/GZM-B+(15e) de una medula 6sea de un

paciente en vigilancia.
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En las figuras 10 a 15, se muestran los resultados representativos (dot-
plots) de las citometrias realizadas con las muestras de sangre periférica y medula
0sea de los 22 pacientes incluidos en esta tesis. El andlisis de los 20,000 eventos
y de la MIF de cada experimento, muestra que el promedio de células que
expresan granzima B, tanto de SP como en MO no son estadisticamente
significativas (tabla 9), para este andlisis se aplico (Prueba Kruskal-Wallis, valor en
tablas 6.265, valor estadistico 1.84, P>0.005 en SP y Kruskal-Wallis, valor en
tablas 6.844, valor estadistico 2,768, P>0.005 en MO). Numéricamente pareceria
presentar diferencias en los tres estadios de la enfermedad, sin embargo estas

diferencias con las pruebas aplicadas no se validan.

Vigilancia Novo Recaida
SP 1439.29 1475.11 £1098.8 687 +290.4
+681.35

MO 652 +596.85 813.4 +288.12 527.66 +179.78

Tabla 9. Promedio de expresion en niumero de células en SP y MO en los diferentes
estadios de la LLA

Al comparar la expresion de granzima B entre pacientes de diagndéstico
reciente, con sus muestras de MO contra las de SP y utilizando la prueba t-
Student, si existe diferencia estadisticamente significativa ( t=2.196, P<0.05)
(Figura 8)

Por su parte la expresion de granzima B, en MO y SP de pacientes en
vigilancia y aplicando la misma prueba estadistica, también presenta diferencia
significativa (t=4.480, P<0.05) (Figura 9)

En contraste, los paciente con recaida, no muestran diferencia significativa
entre las muestras estudiadas, probablemente debido al tamafio de la muestra
(n=3) (Figura 10).
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Figura 9. Nimero de células que expresan granzima B en pacientes en fase de vigilancia.
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Figura 10. Nimero de células que expresan granzima B en pacientes en fase de recaida.

Cuando comparamos los resultados de SP y MO entre los tres grupos de

pacientes: diagnostico reciente, vigilancia y en recaida, no resultaron diferencias
estadisticamente significativas; de tal forma que aplicamos estrategias diferentes
en el andlisis de estos resultados, como la MFI que mide la intensidad media de
fluorescencia de la molécula en estudio. El promedio de la MFI de granzima B en
las tres fases de la LLA en SP como en MO se muestra en la tabla 10.
Hay diferencias numéricas en los tres estadios de la enfermedad; sin embargo,
estas diferencias no son estadisticamente significativas ( Prueba Kruskal-Wallis,
valor en tablas 6.265,valor estadistico 1.432, P>0.005 en SP y Kruskal-Wallis,
valor en tablas 6.844, valor estdistico 1,509, P>0.005 en MO).

Vigilancia Novo Recaida
SP 461.04 £278.72 929.54 +561.9 582.27 +200.8
MO  549.88 +466.06  1139.21 +763.07 462.48 +91.56

Tabla 10. Promedio de expresién en nimero de células en SP y MO en los diferentes
estadios de la LLA



Con la intencidon de demostrar la participacion de la granzima B en la LLA,
realizamos un analisis que denominamos de “exclusion positiva”, este analisis se
fundamenta en que la expresion de la proteina en estudio, solamente se realiza en
LT CD8+ y en células NK, de tal manera que al estar identificando la poblacion
CD8+, dejamos fuera del “gate” aquellas células que no expresan CD8, pero si
expresan Granzima B, esta poblacion debe corresponder a células NK y nos
permitiria aproximarnos al nimero de células NK con expresion de granzima,
I6gicamente sabemos que esta aseveracion no es concluyente porque no se
utilizaron marcadores para definir a la poblacion NK y ademas recientemente se
ha reportado que una poblacion de linfocitos “Treg” también expresan esta
proteina, hechas estas consideraciones se realizo el llamado andlisis por
“exclusion positiva” en los diferentes estadios de la enfermedad y tampoco se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en las expresion de

granzima B en SP y MO (graficos no mostrados).



Discusion

La leucemia Linfoblastica Aguda en nifios mexicanos es un problema de
salud con una elevada tasa de mortalidad. En esta neoplasia como en otras
enfermedades hematolégicas, no se conocen de manera precisa los mecanismos
fisiopatologicos, como ya describi antes, el control de la apoptosis, y la respuesta
inmune debe participar en el principio, el control y las recaidas que presentan
estos enfermos, pero no sabemos el grado de participacion y las células

involucradas.

La apoptosis es uno de los mecanismos que el hombre tiene para eliminar
las células que han sido infectadas por virus 0 que presentan alteraciones en su

material genético, logrando eliminarlas sin inflamacion.

Independientemente de los factores participantes en LLA, se causa una
proliferacion descontrolada de células linfoides, que se encuentran bloqueadas en
una etapa particular de su desarrollo, y que al multiplicarse dan origen a una
colonia de células diferentes tanto en sus funciones como en su estructura; que
se reproduce rapidamente, invaden y destruyen los tejidos normales; lo cual nos
indica que uno de los factores involucrados en la patogénesis, es la posible

alteracion en el control de la apoptosis.

Las alteraciones del sistema inmunoldgico en LLA no han sido descritas de
manera precisa, lo mas probable es que se trate de la suma de alteraciones
genéticas y del ciclo celular, en diferentes niveles, de variadas lineas celulares y
de sus productos, de tal manera que es necesario continuar con proyectos de

investigacion que aclaren los mecanismos participantes en cancer.

Los linfocitos participan activamente en el control de las neoplasias, la
apoptosis, es una posibilidad, si se considera que este mecanismo elimina las
células malignas por dos vias. Uno de ellos es por medio del complejo Fas/Fas-L;

y el otro utiliza la sintesis de granulos que contienen proteinas citoliticas conocidas



como granzimas y perforina ésta ultima, es una proteina que como lo indica su

nombre forma poros en la membrana cuando se logra polimerizar.

Las granzimas son una familia de proteinas que tienen la capacidad de
activar vias de muerte celular programada, (apoptosis) dependiente de caspasa o
de manera independiente de estas proteinas. En particular la granzima B es una
de las proteinas con propiedades citoliticas de mayor presencia, en los granulos
sintetizados en linfocitos citotoxicos CD8+, cuando se activan por medio de la

interaccion TCR - MHC-I de las células que han sufrido una transformacion.

La identificacion de granzima B en estas células, traduce que se llevo a
cabo de manera correcta la presentacion del péptido por el MHC-1 y un apropiado
reconocimiento del TCR, ya que la sintesis de estos granulos requiere de un serie
de sefiales que son liberadas a partir de la funcion de esta sinapsis, en particular
la transcripcion del gen de la granzima B, inicia 48 horas después de la activacion
de los LTc CD8+ alcanzando sus niveles maximos de expresion después de 5
dias. Por lo tanto la identificacién de la granzima B en LT CD8+ de LLA permite
inferir que la presentacion o interaccion del TCR y el MHC-I se esta llevando a
cabo, sin que esto permita hablar de citotoxicidad de la granzima B en las células
transformadas ya que no se realizaron pruebas de citotoxicidad que nos permitiera
conocer si la granzima mantenia sus propiedades en la activacion de la muerte
celular programada; sin embargo su cuantificacion en las tres fases de la LLA nos
permiten decir que, los diferentes valores de expresion de granzima B en
linfocitos T CD8+ no parece tener una relacion en el origen, recaida y control de

esta neoplasia.

Es importante mencionar que el numero de muestras de este proyecto
representa el trabajo del servicio de hemato-pediatria durante el tiempo de 1 afio.
Sin embargo, los individuos de la fase de recaida fueron solo 4, lo cual al
compararlo con las otras 2 fases en donde contamos con un nimero mayor de

muestras, era de esperar que al realizar los estadisticos para el analisis tanto del



numero de células como de la intensidad media de fluorescencia estos valores no

resultaran significativos.

Con nuestros resultados no podemos concluir de manera contundente que
la muerte celular programada (apoptosis) por medio de la granzima B, esté o no
relacionada, con la evolucién de la LLA, ya que existe una gran cantidad de
eventos bioldgicos que pueden estar relacionados en esta patologia y que no
fueron evaluados en este proyecto, estos eventos comprenden desde la correcta
funcionalidad y exocitosis de la granzima, hasta mecanismos propios de
autoproteccion de la célula maligna que realice y provoque resistencia contra el
efecto citotoxico de la granzima, evadiendo la apoptosis. Todo esto es importante
por que no podemos atribuir la aparicién y desarrollo de una neoplasia, a un solo
proceso, esto seria ignorar la complejidad de los eventos bioldgicos implicados en
los diferentes procesos que participan en el origen de una neoplasia, por lo tanto
considero muy importante seguir trabajando sobre este topico, con un numero
mayor de muestras y estudios de funcionalidad, ya que existen trabajos que
reportan la via de apoptosis perforina/granzima B alterada en las neoplasias, por
ejemplo en cancer de mama, se reporta una sobre expresion de la granzima B en
correlacion de una sobreexpresion de la proteina de retinoblastoma (pRB), no solo
ha sido cuantificada en tumores sélidos, al igual ha sido cuantificada en leucemia
mieloblastica aguda en la cual se describié que la exposicion de las células
leucemicas a agentes genotéxicos (radiacion ionizante, aracitina y etoposide)
adquieren una potente citotoxicidad dependiente de perforina/granzima B,
potencialmente dirigido contra progenitores mieloides. Ademas es importante
mencionar que en este proyecto, no se logro incluir un grupo control, el cual no
presentaran ningun antecedente de neoplasia, que nos permitiera conocer la
expresion de la granzima B, en un estado donde no esté alterada la funcién del
sistema hematopoyético, este grupo no fue posible incluirlo al estudio ya que en

la unidad médica donde obtuvimos las muestras, no era posible su obtencion.

Con respecto a la diferencia encontrada entre los participantes de los

mismos grupos novo Y vigilancia hemos buscado con los datos disponibles de la



biometria hematica, alguna correlacion y no se encontré y tampoco disponemos
de datos clinicos en el grupo de novo que nos permitiera proponer alguna
explicacion. En relacion a los niflos que se encuentran en fase de control, se
reportan sin otras enfermedades y con buenas condiciones generales, de tal
manera que estas diferencias halladas parecen corresponder solo a variaciones

individuales.



Conclusiones

En nifios mexicanos con LLA no existe diferencia en la intensidad media de
florescencia (MIF) y numero de células que expresan Granzima B en
medula ésea y sangre periférica en ninguno de las fases (novo, recaida y

vigilancia).

La diferencia en el numero de células que expresan granzima B en MO y
SP de los grupos de novo y vigilancia, probablemente corresponden al
necesario proceso de recirculacion que atraviesan los linfocitos T, posterior
a su maduracion encontrandose una mayor cantidad de células activadas

en la periferia.

Los resultados de la expresion de granzima B, no indica de manera

contundente el grado de participacion de esta proteina en la LLA



Pesrpectivas

Aumentar el numero de participantes en el grupo de pacientes en

recaida, para asi poder tener un mejor entendimiento de la LLA.

Agregar un grupo control de pacientes sanos y un grupo de pacientes

gue presente una respuesta favorable al tratamiento de la LLA.

Evaluar la presencia de las células NK por medio de anticuerpos

monoclonales especificos como CD3, CD56, CD16, en la LLA.

Analizar in situ, el origen y maduracion de las células T citotoxicas, para

asi tener una vision mas clara del posible origen y desarrollo de la LLA
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