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RESUMEN

El presente trabajo de tesis se realizd con la finalidad de
conocer los sistemas de cultivo in vitro para meédula 6sea y sangre
periférica desarrollados en las ultimas dos décadas; éstos han
permitido tener un gran avance en el conocimiento de la
hematopoyesis humana, tanto en condiciones fisiolégicas como
patolégicas. También, se revisaron las aplicaciones que tienen
como tecnicas de diagnéstico diferencial, prondstico y tratamiento
en la Leucemia Mielomonocitica Crénica y en las Leucemias Agudas
Mieloblasticas.

Para tal fin, se conformd un trabajo desde los conceptos
basicos e indispensables en el estudio de la hematologia, o cual
permite interpretar lo que se pretende investigar a través de los
medios de cultivo de sangre periférica y médula 6sea in vitro.

La primera parte comprende la Hematopoyesis: funcion (Stem
Cell), sitios donde se leva a cabo, y regulacién, asi como, las
caracteristicas morfol6gicas de la linea mielopoyética que es posible
identificar por microscopia optica.

Un aspecto importante que se ha revisado y actualizado es e!
concepto de Microambiente Hematopoyético y 1a participaciéon de las
citocinas e interleucinas durante el proceso de la hematopoyesis
tanto in vitro como in vivo.



Es importante puntualizar, que muchas de las funciones de
estas citocinas en la hematopoyesis se han realizado en sistemas
de cuitivo in vitro y que en muchos casos se ha confimado que
sucede in vivo; de ahi la importancia de estudiar cada uno de los
temas y en especial los sistemas de cultivo de células progenitoras
de sangre periférica o médula 6sea in vitro como técnica especial.

Para el estudio de las mielopatias es indispensable realizar una
biopsia y/o aspirado medular, y en un futuro no muy lejano se
sumaran los sistemas de cultivo in vitro de médula 6sea y sangre
periférica, asi como los estudios que ofrece la biologia molecular.

Una vez revisada la hematopoyesis en su conjunto, se continda
con la revisién de dos grupos de panmiglopatias clonales: una son
los Sindromes Mielodisplasicos y la otra las Leucemias Agudas
Mieloides; y a titulo de introduccién abordamos los aspectos
generales de cada una de ellas y sus subtipos basados en la
clasificacién FAB.

Se describe con mas detalle sobre la Leucemia
Mielomonocitica Crdnica (subtipo de Sindrome Mielodisplasico), y
los subtipos M4 y M5 ( de la Leucemia Mieloide Aguda).

Ahora bien, puesto que nuestro objetivo principal consiste en
adentrarnos en los sistemas de cultivo in vitro para medula 6sea y
sangre periférica estudiamos las generalidades acerca de los
sistemas de cultivo semisolido y liquido y pasamos a investigar
sobre los trabajos que se tienen en relacion a los patrones de



crecimiento que se han observado en las LMMC y en las LMA (M4 y
M5), lo cual nos auxilia a Hegar a un diagnéstico diferencial, conocer
la evolucion y el prondstico de vida que tendria un paciente.

Se revisd el método de cultivo de Pike y Robinson, que resulta
ser un sistema especifico en el desarrollo de cultivos celulares de la
linea granulo-monocitica.

Una de las terapéuticas empleadas hasta hoy en el tratamiento
de Leucemias Agudas y Sindromes Mielodisplasicos, ha sido el
Trasplante de Médula Osea (TMO), de! cual hablamos en nuestro
trabajo. Investigamos los aspectos técnicos y las complicaciones
mas frecuentes que se pueden tener durante la practica de esta
terapia.

En la actualidad, la utilizacion de células progenitoras a partir
de sangre periférica, médula ésea y sangre de cordén umbilical en
lugar del Trasplante de Médula Osea alogénico estd aumentando,
por lo cual, se considera que existe un gran interés en el desarrollo
de nuevos métodos de estudic y de tratamiento que prometan
mejores expectativas en el futuro y quiza los sistemas de cultivo in
vitro sean una herramienta indispensable en el estudio y tratamiento
de neoplasias hematopoyéticas.
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ESTUDIO DE SINDROMES MIELODISPLASICOS Y
LEUCEMIAS AGUDAS NO LINFOCITICAS, CON ALTERACION
DE CELULAS PROGENITORAS
GRANULOCITOS/MACROFAGOS UTILIZANDO MEDIOS DE
CULTIVO COMO TECNICA DE DIAGNOSTICO Y

PRONOSTICO.
OBJETIVOS :

o Hacer una revision de la hematopoyesis mieloide,

considerando sus sistemas de regulacién.

+ Investigar las caracteristicas clinicas de Sindromes
Mielodisplasicos (SMD) y Leucemias Agudas no

Linfociticas {LANL).

« Estudiar Ia Leucemia Mielomonocitica Crénica (LMMC)
y Leucemia Mielomonocitica Aguda (M4) y Leucemia
Monocitica (M5) en las que su principal alteracién es

sobre la linea de progenitores granulo-monocitica.



« Conocer los tipos de sistemas de cultivo in vitro de
células progenitoras de meédula ésea o0 sangre

periférica y sus aplicaciones en la practica clinica.

o Aplicacién de los medios de cultivo in vitro de médula
6sea como técnica de diagnédstico y pronéstico en
Sindromes Mielodisplasicos (Subtipo Leucemia
Mielomonocitica Cronica) y Leucemia Aguda no

Linfocitica (subtipos M4 y M5).

« Conocer los diferentes tipos de Trasplantes como

medida terapeiitica en las diferentes malignidades

hematoldgicas.




INTRODUCCION

La hemopoyesis ( palabra de raices griegas hemo: sangre y
poiesis: produccién ). Formacion y produccion de sangre, en especial
de los elementos celulares =

La hematopoyesis es uno de los sistemas indispensables en la
vida humana y en la actualidad existen muchas incognitas acerca del
origen, produccién y regulacion de la hematopoyesis.

Diariamente se originan y mueren un ndmero importante de
células en cada uno de los sistemas celulares sanguineos. Asi mismo,
al morir unas deben de producirse otras células, y esto es posible
gracias a la exstencia de una CELULA PLURIPOTENCIAL
HEMATOPOYETICA; concepto aceptado desde hace mucho tiempo,
siendo Till Mc Culloch quienes sustentaron las bases de este

proceso®’.

La célula tallo hematopoyética es conocida como célula madre
hematopoyética (CMH) la cual tiene la potencialidad para diferenciarse
hacia dos grandes vertientes citofuncionales: una ceélula madre
mieloide ( CMM )} y una célula madre linfoide (CML) 2+ 2,

La caracteristica funcional mas importante de estas célutas es su
capacidad de AUTOPERPETUACION Y DIFERENCIACION, ya que en
presencia de un estimulo especifico, y bajo la existencia de un
microambiente hematopoyético 6ptimo (factores de amplio estudio) es
posible que la CMH entre en mitosis, dando lugar a dos células hijas,
de las cuales una de ellas se compromete con la DIFERENCIACION

3



hacia una de las lineas celulares y la otra céluia hija se
AUTOPERPETUA?#",

Los fenémenos de division, diferenciacion y maduracion de los
precursores hematopoyéticos se hallan finamente regulados por
mecanismos homeostasicos complejos basados en substancias o
factores estimulantes o inhibidores especiﬁbos cuyo conocimiento esta
en constante evolucion, todo se encuentra involucrado dentro del nicho
celular y fibrilar llamado microambiente hematopoyético el cual. lo
integran numerosos elementos celulares®*?®, Entre ellos merece
destacarse: Las células endoteliales y adventiciales de los sinusoides;
monocitos y macréfagos medulares; fibroblastos, mastocitos y
adipocitos; ciertas poblaciones linfoides, fundamentalmente linfocitos

T: células con actividad “natural Killer’ (NK) y, finalmente fibras
colagénicas reticulares®¢2252%,

El proceso de diferenciacién celular es desde un punto de vista
muy simplificado un mecanismo represivo de la expresion genética
realizado por el complemento genético de la célula®®. Es probable que
cuando dicha represién y diferenciacion se lieve mas alla de un punto
determinado, la division celular sea imposible para la célula. Por

ejemplo, no existen evidencias que sugieran que un polimorfonuclear
maduro se reproduzca por mitosis®.

En los adultos, la CMH mas primitiva es totipotencial pues da
origen a todas las células sanguineas, es al mismo tiempo
pluripotencial para los sistemas linfoide y mieloide?*%"-#.




En el sistema de CMH linfoide dara origen ulteriormente a dos
tipos inmunolégicos principales T y B de linfocitos, y no B, y no T del

sistema?s,

Nuestro estudio se basara principalmente en el sistema
hematopoyético mieloide y en particular sobre la linea granulo-
monogcitica, estudiando su biologia y las patologias que llevan a
sindromes  mielodisplasicos (SMD) principalmente leucemia
-Tnielomonocitica créonica (LMMC) y leucemias agudas no linfoides
(LANL) subtipo M4 (mielomonocitica) y M5 (monocitica), que involucra
dicha linea celular. Los SMD y e! sindrome preleucémico (SPL) son
sinénimos para un grupo de trastornos clonales proliferativos de la
meédula dsea que se caracteriza por una dismielopoyesis y citopenias
de la sangre periférica que evolucionan con frecuencia a una leucemia

aguda®423

La incidencia de los SMD supera en algunas estadisticas al
nimero de Sindromes mieloproliferativos crénicos (SMPc). Su
diagnéstico, aunque puede realizarse en todas las edades de vida, en

mas del 90% de las ocasiones es en sujetos de mas de 40 afios4+23,

La utilizacién de los medios de culfivo para el crecimiento in vitro
de los precursores granulopoyéticos en los sindromes mielodisplasicos
han permitido reconocer grupos de enfermos con un patrén de
crecimiento caracteristico y por tanto un pronéstico diferente.

En SMD los medios de cultivo son utilizados en estudios
citodinamicos que muestran resultados muy variables segun el caso.



En un 45% de los pacientes se encuentra un descenso de la
capacidad clonogénica in vilro de progenitores granulo-monociticos
(CFU-GM). Por € contrario en el 50% de los casos aquella es normal y

en un 5% derivan a una leucemia mielomonocitica crénica (LMMC)
20,24,85,94,22¢

Ei conjunto de SMD evolucionan de manera diferente;

constituyendo el 20% de estos los que terminan transformandose en
una leucemia aguda no linfocitica.

Las Leucemias agudas no linfociticas (LANL) constituyen un grupo
heterogéneo de padecimientos caracterizados por la acumulacién de
precursores hematopoyéticos malignos®'®',

En LANL se ha observado que los patrones de crecimiento en
medios de cultivo tienen valor pronéstico predictivo particularmente, ya
que presentan una poblacion de células con morfologia
predominantemente primitiva y que fallaron en la adquisicibn de las
propiedades de las células maduras. En LANL estas células
predominantes son los blastos. De ahi, la importancia del uso de los

medios de cultivo durante el estudio de los SMD {LMMC) y LANL (M4
y M5).

Es de nuestro interés conocer cuales son los tipos de sistema de
cultivo que existen y cudles las condiciones basicas para poder llevar a
cabo cultivos de meédula 6sea y sangre periférica, ademas nos
introducimos al estudio de los patrones de crecimiento para las
mielopatias antes sefaladas y conocer cudl es [a ulilidad de éstos
medios para entender la biclogia de la hematopoyesis in vitro normal y
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patologica, y asi mismo damos cuenta de la importancia que adquieren
en la actualidad estos sistemas de cultivo como hemramienta en el
diagnésico y pronéstico de las mielopatias hematopoyéticas.

Tanto en SMD y LANL no siempre pueden ser controladas
mediante quimioterapia y radioterapia; por lo cual existe como
altemativa el Transplante de Médula Osea (TMO) >,

La meédula 6sea requerida para el transplante es obtenida por
aspiraciones miiltiples de Ibs huesos péivicos y ocasionalmente del
estemoén del donante bajo anestesia y en condiciones estériles. Las
células medulares nucleadas son infundidas [uego por via intravenosa
al receptor'®24.132.29

Las células primitivas siembran la cavidad medular y se dividen en
2-4 semanas, la celularidad medular aumenta y se elevan los
recuentos de la sangre periférica. Finalmente los sistemas inmune y
hematopoyético completos del receptor, estdn compuestos de células
del donante incluyendo las células plasmaticas y los macrofagos
histicos?*%®.

El TMO debido a las caracteristicas inmunolégicas y genéticas de
cada individuo para poderse llevar a cabo requiere que el donador y
receptor tengan un HUMAN LYNFOCYTE SYSTEM A (HLA) lo mas

semejante posible'®¥%%%,

La identidad genotipica HLA se establece mediante e! serotipado
de HLA-A y B mediante la no reactividad mutua de los linfocitos del



donante y del receptor en un cultivo mixto de leucocitos, que indica una
identidad para el HLA-D5132229,

Existen diferentes tipos de transplantes como son:

a)Singénicos: son los que poseen material genéticamente
idéntico.

b)Alogénicos: los de material no genéticamente idéntico.

c) Autogénicos: en los que el material se autotransfiere, por lo que
es genéticamente idéntico.

Durante el transcurso de la investigacidn, se mencionan los

principales aspectos inmunoldgicos que involucra un TMO alogénico y
singénico'™ ™2,

La importancia de poder obtener el donador de médula ésea
adecuado hace posible disminuir la reaccion de rechazo denominada
Enfermedad de Injerto Contra Huésped (EICH). Donde los linfocitos del

donante reconoce como extraiio y atacan a las células del receptor. De
lo cual dependera el éxito o fracaso del TMQ'®132.183.228.230

En este triabajo se habla del trasplante de médula 6sea, ya que,
en algunos pacientes significa el Gltimo recurso terapeutico para tener
un tiempo de sobrevida mayor; y al mismo tiempo darnos cuenta de
sus riesgos y que por lo cual es necesario seguir buscando nuevas
alternativas de tratamiento con menores complicaciones y que quiza no
sea muy lejano el tiempo en el que los medios de cultivo estudiados

aqui representen una herramienta mas en la terapedtica de las
mielopatias.




CAPITULO 1
HEMATOPOYESIS

La hemopoyesis (es un conjunto de procesos que determinan la
formacion de todas las células sanguineas).

Como se sabe la hematopoyesis en el adulté se realiza en la médula
osea roja localizada en los huesos planos del esqueleto axial {(craneo,
costillas, estemoén, vértebras y pelvis) y algunas epifisis de los huesos
largos (fémures y humeros) cuya localizacién central a medida que alcanza
la vida adulta, obedece a la denominada ley de Newman®*, En el embrion
la hematopoyesis ocurre primero en el saco vitelino, luego se lleva a cabo
en el higado y, también se realiza en forma transitoria en el bazo y los
rifones®. A lo largo de la vida en éstos dltimos 6érganos persiste cierta
capacidad hematopoyética capaz de expresarse en circunstancias
patolégicas en la denominada metaplasia mieloide hepatoesplénica®. La
figura 1.1 representa graficamente la importancia de cada uno de éstos
organos en la hermatopoyesis a lo largo de la vida.

100 \s“umm /_/ \\\ .‘
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Fig. 1.1 Distribucion anatémica de 1a hematopoyesis a [0 largo de 1a vida(85).




Al hablar del sistema hematopoyético, en realidad es necesario
estudiar un conjunto de sistemas indispensables para llevar a cabo la
hematopoyesis. Se inicia describiendo los 6rganos hematopoyéticos que
presentan caracteristicas comunes debido a la presencia en todos ellos del

Sistema Reticulo Endotelial®.
1.1. ORGANOS HEMATOPOYETICOS

1.1.1. SISTEMA RETICULO ENDOTELIAL

Los organos hematopoyéticos presentan una estructura histica de
sostén y en medio se distribuyen las células en diferentes fases de
maduracion. Este sistema celular que actia de trama es el tejido

reticuloendotelial.

El tejido reticuloendotelial es un derivado del mesénquima embrionario,
el cual esta formado por la célula reticular la cual tiene caracteristicas

histicas que le permiten formar entre si amplias redes.

Muy afin a este tejido por su origen, estructura y funciones es el tejido
endotelial. El tejido endotelial sinusal esta formado por células endoteliales
parecidas a las reticulares. La conformacién histica de las células forman
cavidades sinusales que se comunican ampliamente entre si, formando un
amplio espacio dentro de las cuales la sangre o linfa circula despacio o

permanece estancada.
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La amazén de estas dos células que presentan los o6rganos
hematopoyéticos la gran cantidad que la conforman son las fibras de
reticulina; las cuales forman una red que guarda intima relacién con las
células reficulares, y por otra parte forman unas estructuras circulares,
bastante uniformes, alrededor de los espacios sinusales.

Fig.1.2 Esquemna histoldgico del sistema reticuloendotelial (puipa
foja esplénica): A, espacios sinusales; B, células endoteliales; C,
céluas reticudares; D, histiocitos; E, macréfagos histiocitarios; F,
células plasméticas; G, Fibras de reticuina (34).

El tejido reticular, los endotelios sinusales y la formacién comin de
fibras de reticulina, constituyen el tejido de sostén de los Grganos
hematopoyélicos  (término  puramente  histiolégico). El  tejido
reticuloendotelial forma dos tipos de cavidades las mas estrechas son las
que dejan las céjulas reticulares y las mas amplias son los espacios
sinusales (fig.1.2).

.Dentro de estas cavidades estan las células ya libres, que al ir
madurando pasaran a los espacios sinusales, desde donde seran vertidas,
ya maduras, a la circulacion general (fig.1.3)*.
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Fig. 1.3. Estructura de la médula Gsea roja y salida de una

célula madura de ésta (20).

El concepto de sistema reticuloendotelial es puramente fisiologico y fue
creado por Aschoff quien observo que ciertos colorantes eran absorbidos
por algunas células del organismo, e incorporadas a su protoplasma. Asi
ias células del tejido reticuloendotelial coinciden en un mismo grupo tanto
histicamente como fisiolégicamente formando una estructura fija*.

Las estructuras libres, que se encuentran entre las cavidades descritas
fueron analizadas por Kiyomo, observando que eran quienes absorbian el
colorante por lo que tienen actividad macrofagica, y las denomino
histiocitos. Este histiocito, es en realidad una célula del reticulo endotelio
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que se ha fiberado. Son células grandes con protoplasma abundante
conteniendo particulas fagocitadas, niicleo oval de cromatina laxa, con uno
o dos nucléolos. Existen ofras células con actividad fagocitica como los
. monocitos y que se integran al Sistema Reticulo Endotelial (S.R.E.)*.

Existen ofras células también incluidas al sistema como son las células
plasmaticas o cian6filas de Cajal, derivadas del! tejido reticuloendotelial,
poseen una accitn defensiva (no fagocitica) contra agentes inflamatorios.

En resumen las células que se incluyen al S.R.E. son:
1) Las células del tejido reticular y del endotelio sinusal.
2) El histiocito de los tejidos y el mono&to sanguineo.

3)La célula plasmética (en parte)™.

1.1.1.1. Funciones del sistema reticulo endotelial

Et S.R.E. forma un verdadero 6rgano, extendido por todo el cuerpo
humano, y posee una serie de funciones que son las siguientes:

1) Accién mecénica o de sostén

Conformada por sus células y fibras de reticulina; una buena
preparacién argéntica en higado o bazo permite ver la importancia de este
sistema de sostén.

2) Accién Péxica y Fagocitante

Goldman (1912) observd que las substancias que eran retenidas por
el S.R.E. eran de naturaleza acida (azul pirrélico, azul de tripano etc.) y en
tanto las basicas no se absorben.
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Ademas se observé que la carga eléctrica es importante para retener
sustancias, asi las de carga electronegativa son las que pueden absorber.
Otras sustancias electronegativas como la plata coloida!, tinta china,
carb6n, bacterias, colesterol, lecitina etc., son captados por el
reticuloendotelio. Asi mismo, muchas substancias coloides pueden ser

captados por el reticulo endotelio™.

De esta manera el poder Péxico del S.R.E. retira de los humores a
bacterias, protozoos, hongos, l1a silice coloidal de los neumoconibticos, y
proteinas del mieloma, etc. Constituyendo asi un campo de defensa; para la

cual intervienen las vesiculas del reticulo endoplasmico y los lisosomas o
corpusculos liticos, los cuales liberan ciertas enzimas que desintegran los

restos fagocitados.

Los macrofagos por su accidn de captacion de antigenos y
presentacion a los linfocitos desencadenan al sistema inmune con la

comrespondiente formacion de anticuerpos.

3) Hemocatéresis

Los hematies viejos al detenerse en los senos del bazo y otros
sinusoides del S.R.E. son desintegrados y su hemoglobina convertida en
una fraccion carente de hierro (hematoidina), y ofra con hierro

(hemosiderina).
4) Otras funciones:

a)Ferropéxica: El S.R.E. capta el hierro liberado de la

hemoglobina, y lo almacena.
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b) Lipopéxia: Los histiocitos captan colesterol.

c) Proteinas: Las células plasmaticas producen fracciones
globulinicas de las proteinas plasmaticas.

5) Funciones inmunitarias

El S.R.E. interviene en.la produccion de substancias inmunoagentes
del tipo de anticuerpos: aglutininas, precipitinas, lisinas, complemento,
opsoninas, bacteriotropinas, antitoxinas etc. Substancias que participan en
el sistema humoral de la inmunidad®#5%%,

1.1.2. EL SISTEMA MONONUCLEAR FAGOCITICO

Debido a que Aschoff integro al macréfago (en 1924) como miembro
del sistema reticuloendotelial, que entre otras funciones metabdlicas tenia
una gran actividad fagocitica, decidié que el mejor nombre para el sistema
que habia descubierto era “reticuloendotelial”, puesto que las dos células
que figuraban predominantemente en muchos de los 6rganos que estudié y
que compartian una capacidad especifica de fagocitosis y ofras
propiedades, eran células reticulares y endoteliales. No obstante surgieron
problemas para: 1) ldentificar qué es exactamente una célula reticular;
2) En la actualidad se acepta que ni las células reticulares ni las células
endoteliales son fagociticas; 3) El S.R.E. original incluia un grupo muy
heterogéneo de células mesenquimaticas de origen muy diferente como
macrofagos, células endoteliales y fibroblastos, sobre la base de la
entonces aceptada {pero negada en Ia actualidad) libre interconvertibilidad
de diversos tipos de elementos mesenguimaticos.
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En un esfuerzo por rescatar el sistema reticulo endotelial de los
problemas recién enunciados, se propuso su sustitucion por el término de
sistema mononuclear fagocitico (SMF). Término acufiado 1964, el cual
tiene una tnica funcion distintiva (fagocitosis), un anico origen histiogénico
(la médula dsea) y un nimero limitado de diferentes miembros celulares

periféricos (Unicamente tres: monocitos, macrdfagos libres y macrofagos

fijos o tisulares)'™.

Las células de! SMF tienen como principales misiones las de defender
al huésped frente a la agresidn de diversos agentes, principalmente de tipo
infeccioso (gracias a sus propiedades de higmdén, fagocitosis y actividad
microbicida), eliminar las células sanguineas viejas o alteradas, presentar
antigenos al sistema inmune y estimular el proceso inflamatorio mediante la
sintesis de multiples factores solubles como el interferon, las interleucinas,
las prostaglandinas, el factor de necrosis tumoral y los factores de
crecimiento de las células hematopoyéticas. EI SMF se halla en numerosos
organos, principalmente en el bazo, higado, ganglios linfaticos y pulmoén.
Los macréfagos fijos o histiocitos tisulares pueden ser esplénicos,
hepaticos (células de Kupffer), alveolares, de los ganglios linfaticos, de la
médula ésea (osteoclastos), macréfagos de las cavidades serosas (por
ejemplo los peritoneales y pleurales), células de la microglia, macréfagos
del tubo digestivo, de las glandulas mamarias y las de Langerhans de la
piel.

Las celulas del SMF se caracterizan ademas de su morfologia, por ser
muy ricas en hidrolasas &cidas (fosfatasa acida, p-glucoronidasa, o-
naftilacetoesterasa acida) y esterasas inespecificas, en adaptacién a su

intensa capacidad digestiva. También contienen muramidasa, proteasas
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neutras, inhibidores enzimaticos como la az-macroglobulina, factor
quimiotactico de los neutréfilos y ciertas proteinas como la fibronectina y
transcobalina ll. Presentan receptores de superficie para el C3 y la region
Fc de las inmunoglobulinas e inmunolégicamente se identifican mediante
_ anticuerpos monoclonales especificos'™.

Sin embargo, esta nomenclatura podria excluir células endoteliales y
fibroblastos lo cual podria producir confusidn y caos. Por lo cual el concepto
de SRE propuesto a principio del siglo XX aparentemente es valido y
continua siendo utilizado en la practica hoy en dia'*.

1.1.3. EL BAZO

El bazo esta situado en la porcién superior izquierda del abdomen,
detras del estomago y cerca del diafragma, pesa entre 150 a 180 g en la
edad media y mide unos 7 ¢cm de ancho por 12 de iargo, dependiendo del
tamafrio de la replecién sanguinea y desarrollo del tejido linforreticutar?®,

El bazo se encuentra rodeado por una capsula de colageno y fibras
musculares lisas que penetra en el parénquima del 6rgano. Estas
trabéculas, junto con el entramado reticular, sirven de soporte a la gran
variedad de células que se encuentran en el interior de este 6rgano™.

Embriolégicamente el bazo es un 6érgano formador de glébulos
sanguineos, tanto blancos como rojos, cesando esta actividad
eritropoyética a los 5 meses de vida intrauterina, encargandose de esta la
médula 6sea®.
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El bazo en condiciones normales produce linfocitos a partir de los
foliculos de Malpighi, por otra parte las células esplénicas del reticulo
endotelio esplénico producen: monocitos, células histiocitarias, macrofagos
y ocasionalmente células gigantes. En patologias el tejido esplénico puede
adquirir la capacidad hemocitopoyética perdida?®22-
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Fig. 1.4. La estructura del bazo: La pulpa blanca esta compuesta de la vaina linfitica periarterial (PLS)
y los centros germinales. Se muestra un PLS corado longitudinalmente; varios estdn cortados
radialmente. La pulpa roja es la zona de los cordones esplénicos y de los senos. La zona marginal esta
indicada. En el bazo humano las arterias peniciliares dan la vuella para irmigar a los foliculos

germinales (228).
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El bazo esta compuesto por. La pulpa roja, que interviene
principalmente en la destruccion de los eritrocitos viejos y ia pulpa blanca,
gque contiene al tejido linfoide. (Esquema figura 1.4). La mayor parte del
tejido linfoide se dispone ai rededor de una arteriola central, formando una
especie de vaina que recibe el nombre de vaina linfatica periarterial (PLS).

El PLS se compone de areas de células T y B. Las células B pueden
formar foliculos “no estimulados” primarios o “estimulades” secundarios,
que poseen un centro germinal.

En los centros germinales se encuentran también células dentriticas y
macréfagos fagociticos. Los macréfagos especializados se situan en la
zona marginal, el adrea de alrededor del PLS, y junto con las células
foliculares dentriticas de los foliculos primarios, son los elementos celulares
que representan el antigeno a las células B. Los linfocitos pueden entrar y
salir del PLS por ramas capilares de las arteriolas centrales en la zona
marginal, en la que se encuentran células tanto B como T.

Algunos linfocitos, especialmente los plasmoblastos en maduracién,
pueden pasar a la roja atravesando la zona marginal por medio de puentes.
La pulpa roja se compone de senos y cordones celufares, que contienen
macrofagos fagociticos, plaquetas, linfocitos y numerosas células

plasmaticas?5%%
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1.1.4. EL HIGADO

El higado es una glandula en la cual la eritropoyesis tiene lugar durante
el periodo prenatal, y esta actividad formadora de sangre puede volverse

activar en cualquier momento de la vida del adulto.

La unidad funcional del higado es el lobulillo hepatico en el cual existe
una gran red de vasos capilares y de su superficie van convergiendo al
centro del lobulillo. Una porcién del lobulillo visto a gran aumento
encontramos una distribucidn que se repite: trabécula hepatica, luz

vascular, pared endotelial, trabécula hepatica y asi sucesivamente.

L.a pared que forman los conduclos venosos, es una pared endotelial
de células de forma aplanada, pero al corte quedan alargadas y
anastomosas entre si. Estas células tienen una gran capacidad de
hipertrofiarse y wuna actividad macrofagica. Frente a reacciones
inflamatorias o infecciosas se hipertrofian y se hacen visibles, y por otra
parte son capaces de captar una serie de sustancias que almacenan en su
protoplasma como ciertos colorantes, constituyendo estos elementos de las

células de Kupffer.

Estas células forman parte del sistema reticulo endotelial, en la cual se
pueden llevar a cabo tinciones con técnicas como la de impregnacion
argéntica pues existe una rica red de fibras de reticulina en intima relacion

con esta pared endotelial >4,
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1.1.5. MEDULA OSEA

La médula 6sea, uno de los érganos mayores del cuerpo constituye en
los seres humanos el principal lugar de hematopoyesis.

Este érgano produce la serie roja, todas las series granulociticas,
plaquetas, asi también es responsable de la produccion de monocitos y
linfocitos virgenes no comprometidos, y como oOrgano reticuloendotelial
importante participa en la sintesis de anticuerpos y el reconocimiento de
células senescentes y andémalas®™,

Durante el primer afio de edad toda la médula o¢sea es
hematopoyética, es decir médula roja, a partir del tercer afo de edad se va
transformando en médula amariila. El peso de la médula 6sea en el adulto
normal oscila entre 1,500 y 3,000 gramos.®® Al avanzar la edad va
disminuyendo progresivamente la cantidad de médula ¢sea roja, y a los 70
afos la médula amarilla comienza a invadir las costillas y esternén. Las
vértebras constituyen, los huesos en donde mas tiempo se conserva casi
integra la médula hematopoyética.

La médula 6sea se compone por una médula amarilla constituida casi
en su totalidad por células adiposas y tejido conectivo de sostén; asi
mismo, esta constituida por una médula roja la cual posee en abundancia
células hemopoyéticas entre células adiposas y tejido conectivo®®.

La médula 6sea hematopoyética asi como la grasa derivan de células
reticulares éstas forman el armazon o estroma de la médula Osea, entre
cuyas mallas radican las células hematopoyéticas cuando la médula es la

roja parequimatosa®.
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Fig.1.5. Estruct re de la médula 6sea; la disposicion de los diferente elementos es muy esquematica,

Sigdendo a Sabin, se representa a la eritropoyesis con situacion intravascular, y el resto de la

hemacitopoyesis de lipo extravasulan(34).

1)Endostio. Encargado de la formacion osteoblastica (endostal) y
osteoclastica (capaz de originar policarpios).

2) Tejido Adiposo. De células hinchadas por la abundante grasa de su

protoplasma, que desplaza excéntricamente al nicleo.

3) Tejido Reticular. Este tejido reviste al endostal y forma la armazoén
estromatica de la médula 6sea. (Ver figura 1.5)
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Desde el punto de vista estructural la médula 6sea se compone de
células hematopoyeéticas alojadas en una trama de vasos y células
fibroblasticas ramificadas. Los elementos mas distintivos en la vasculatura
son los senos venosos, grandes vasos. de paredes delgadas que
constituyen el sistema de desagiie que transporta células sanguineas a la
circulacion. Estos vasos se componen de endotelio y una membrana basal.
Su superficie exterior esta revestida de grandes células anchas que se
ramifican por el espacio perivascular y proporcionan con ello un andamiaje
para las células hemopoyéticas y células asociadas tales como: macréfagos
y células cebadas. Estas células ramificadas denominadas células
reticutares, ocupan una posicién adventicia en los senos vasculares. Sus
ramas en e! espacio hematopoyético perivascular estdn estrechamente
asociadas con fibras extracelulares (reticulares) que se pueden impregnar
distintivamente con plata™.

Estas células reticulares pueden controlar el volumen del espacio
hemopoyético; pueden hidratarse y aumentar de volumen confiriendo un
caracter gelatinoso y color blanco a la médula, o bien pueden voiverse

adiposas y crear una médula amarilla con escaso espacio hemopoyético®®.

El parénquima mieloide: Es la estructura directamente responsable
de la hematopoyesis en el adulto. Formado por los tres sistemas
eritropoyético, granulocitopoyético y trombocitopoyético, se reparte
homogéneamente por los diversos huesos que contienen meédula roja,

reaccionando de un modo unitario®.
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Citologia Medular General

En la medula se producen diariamente unos 900 millones de hematies,
y leucocitos en proporcidon menor. Las células de la médula osea roja
normat se clasifican en los siguientes grupos:

a) Reticulares (plasmaticas, indiferenciadas, linfoides, adiposas,
histiocitarias y macréfagos).

b)BIancaS granulocitopoyéticas (mieloblastos, promielocitos,
mielocitos, metamielocitos y granulocitos en banda o
segmentados, neutrdfilos, eosindfilos y basofilos.

¢) Rojas eritropoyéticas (Proeritroblastos, eritroblastos baséfilos,
policromatofilos y ortocromaticos.

d) Megacariociticos trombocitopoyeticos (plaquetas).

El principal control de las células hematicas es ejercido en las células
madre. En la médula ésea, las células madre constituyen un fondo de
celulas que se autoperpetuan y de distinta especializacion, desde ser
multipotenciales o pluripotenciales hasta quedar encargadas de una sola

linea celular®®,

Ordinariamente el tipo de division de las células hematopoyéticas de la
médula 6sea es homoplastica, es decir que las células hijas denotan las
mismas caracteristicas de sus progenitores y solo después, al madurar
modifican su morfologia y adquieren la capacidad de emigrar a la sangre

periférica®™®.
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1.1.6. TEJIDO LINFATICO.

El sistema linfatico esta repartido por todo el organismo en forma de
espacios y vasos linfaticos, por una parte, y formaciones linfoides, por otra.
Las formaciones linfoides pueden estar en relacion con los epitelios, con los
, vasos linfaticos o con la sangre, y pueden ser diseminadas (por ejemplo,
placas de Peyer) o formar un 6rgano {como el Bazo).

La unidad anatomo funcional es el foliculc linfoide. En el centro del
foliculo existe una porcion clara liamada centro germinativo.

Las funciones del centro germinativo son:

1) Linfopoyética, pues sus células centrales presentan gran
capacidad reproductora criginando linfocitos a medida que
van madurando las porciones periféricas.

2) Funcioén antigénica, creadora de anticuerpos.
3)Accién metabdlica, creadora de la linfa.

El foliculo linfoide se encuentra en todos los érganos linfoides y estos
organos pueden ser clasificados como:

1} Organos linfoides en relacion con epitelios (amigdalas, placas
de Peyer, foliculos cerrados etc.).

2)Organos linfoides en relacidn con la circulacion linfatica
(ganglios).

3)Organos linfaticos en relacién con la circulacién sanguinea
(bazo).
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Existe una intima relacion entre el sistema linfatico y el sistema
reticuloendotelial, no solo en los centros linfaticos sino en los senos,
cordones linfoides etc. Ademas de una gran cantidad de células reticulares,
redes de fibrillas de reticulina y de haber una coparticipacién fisiologica

entre estas>*2% 222

1.1.6.1. Ganglios linfaticos

Los ganglios linfaticos constlituyen la parte mas importante del sistema
linfatico, suelen medir de 0.3 a 1.5 cm de didmetro mayor y constan como la

médula ¢sea de un estroma y un parénquima.

Paracoteza
Foliculo primario
Medtia

Predominic nfocitos B
' —e w Linfitico eferente
Cordén medutar
Trabécula

Seno subcapsular

Predominio infocitos T

Linfitico aferente -
Centro germinal de un foliculo secundario

Fig. 1.6. Esquema de la estructura anatomica de un ganglio( 180).

La estructura de los ganglios linfaticos en estos érganos podemos
distinguir un parénquima linfoide que se distribuye en forma de cordones o
foliculos y un sistema de senos linfaticos. Ademas los ganglios en forma de
judia, estan recubiertos por una capsula de tejido fibroelastico que permite

su distension (fig. 1,6).
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Composicién celular de los ganglios linfaticos.

1. SERIE LINFATICA. Es la serie predominante entre 90% de las
células. Comprende los siguientes tipos:

a) linfoblastos.
b} Linfocitos semiadultos.
c¢) Linfocitos adultos.

2. SERIE RETICULAR. Desde el punto de vista histioldgico se debe de
considerar:

a)La célula endotelial que cubre los senos.
b) La célula estrellada que esta en el interior de los senos.

c)Las células reticulares indiferenciadas que existen entre los
linfocitos.

3.CELULAS LIBRES. Linfocitos envejecidos, algunos macréfagos,
escasos leucocitos neutréfilos, células plasmaticas, algin hematie,
monocitos etc.

Las funciones de los ganglios linfaticos.
1) Posee accion linfopoyética activa.
2) Regulan la circulacion linfatica general.

3) Formacién de anticuerpos.
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1.1.6.2. El Timo

Esta situado en la parte interior del mediastino. Primitivamente es de
tipo epitelial, y tiene un gran desarrollo desde el nacimiento a la pubertad,
para después sufrir un proceso de involucion pero sin llegar a desaparecer

por completo.
Capsula .
Corteza Célula <<nodriza<<
subcapsular 7 Timocito de la
corteza subcapsular
Célula apitelial dendritica
Corteza de la corteza
profunda
Timocito cortical
Macréfago
Linfocitos medulares
Meduia Comusculo de Hassall
Linfocito B

Cétula epitelial medutar

Fig.1.7. Lobulillo iimico con su componente celular(180).
En el nifo, el timo lo forman dos masas divididas en I6bulos, cada uno
de los cuales presenta una substancia cortical mas obscura, y formado por
células linfoides adultas, de 6 a 8 micras de didmetro llamadas timocitos. La

substancia medular esta formada por células reticulares y timocitos (fig.

1.7)%,

En el seno del timo los linfocitos T (timocitos) maduran y adquieren
plena competencia inmunolégica. En la zona mas periférica o corteza, que
constituye un 80% de la glandula timica, se localizan 1os timocitos mas
inmaduros, que tras un proceso de maduracién pasan a la zona medular
constituida por el 15% restante del timo y formada por linfocitos T que
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poseen caracteres de madurez fenotipica y funcional. En este estadio
evolutivo el linfocito T adquiere los receptores que fijan los eritrocitos de
carnero, con la formacién in vitro de las rosetas espontaneas o rosetas E,
cuya demostracion constituyen la prueba definitiva para identificar a los

linfocitos T entre una poblacién mononuclear heteromorfa 1%

El timo representa una fuente importante de células linfoides para otros
territorios linfaticos del organismo, y esta relacionado con los mecanismos
de especificidad inmunolégica'®.

1.2, MICROAMBIENTE Y ESTROMA MEDULAR

Ya hemos descrito antes algunos aspectos estructurales de la médula
osea que la conforman; por lo cual, sélo retomamos que la produccion
celular (hemopoyesis) se lleva a cabo en la porcion extravascular de la
médula. Esta se encuentra separada de los amplios senos venosos
(compartimiento intravascular de la médula) por una sola capa de células
endoteliales. Esta capa endotelial, que es acompafada en forma
intermitente por una membrana basal discontinua, y células adventicias
adyacentes, es el sitio donde se lleva a cabo la emigracion transluminal de
las células sanguineas maduras (o en la fase de maduracién) y la funcién
endocitica'®. Las células que constituyen o conforman el estroma de la
médula 6sea son. células fibroblasticas, células endoteliales y células
reticulares; las cuales proporcionan dos funciones importantes; una es la de
formar un andamiaje para las células hematopoyéticas. La segunda funcién
importante, es la de participar en la constitucion de un microambiente
medular hematopoyético; en el que se engloba un conjunto de células
(células endoteliales, células reticulares, adipositos y macréfagos derivados
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de monocitos), ademas de sustancias quimicas, hormonales, vy
neurotransmisoras entre otros varios factores menos conocidos. El
Microambiente Hematopoyético, ejerce un influjo modificador sobre las
células madre y su diferenciacion celular hematopoyética.

De esta manera, cada una de las células que conforman el estroma
medular tienen funciones muy especificas que permiten mantener un nicho
hematopoyético optimo para la diferenciacién y autoperpetuacion de fas
células madre y progenitoras hematopoyéticas.

Los adipositos (células almacenadoras de grasa), representan a la
progenie de las células reticulares ( que derivan de una célula precursora
fibroblastica llamada Unidad Formadora de Colonias de Fibroblastos
«« CFU-F>>"%*%'7) que han entrado a una fase extensiva de acumulacion y

almacenamiento de lipidos.

Los adipositos cumplen ciertas funcicnes : por ejemplo, podrian servir
como reserva local de energia o tener otras funciones que van mas alla de
la simple ocupaciéﬁ del espacio que no se emplea para la produccion de
células hematicas. La adipogénesis y la osteogénesis en el microambiente

de la médula 6sea estan reguladas reciprocamente %,

Las células reticulares (reticulo) del tejido mieloide son unas células
grandes y de forma irregular que estan adheridas (fijas) al sustrato y que se
derivan del mesénquima, producen delicadas fibras reticulares. Aunque audn
se desconoce su caracterizacion adecuada, sin embargo, se sabe que
pueden secretar coldgena del tipo | y lll. Otros rasgos distintivos es que

pueden tefiirse histoquimicamente, por fosfatasa acida 6 basica
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dependiendo de las especies, ¥ que su progenie posee una moderada
capacidad fagocitica.

Los fibroblastos ordinarios y una células fibroblasticas semejantes,
derivadas de las células reticulares, tienen la capacidad de secretar mas de
un tipo de coldgena, asi como de fibronectina (proteina componente de la
matriz extracelular)™.

Las células endoteliales son el mayor componente celular en el
microambiente de la médula 6sea, que regulan el trafico y el nicho de las
células madre y progenitoras hematopoyéticas. En cultivos in vitro las
células endoteliales de médula ésea en monocapa, producen Interleucina-6,
ligando-Kid, factor estimulante de granulomonocitos y granulocitico; lo cual
sugiere su participacién en la regulacion de la proliferacion de células
progenitoras hematopoyéticas y en cultivos de fargo término iniciadoras
celulares por elaboracion de citoquinas de linaje-especifico'®.

En cultivos de largo término, los cuales mantienen mielopoyesis o
linfopoyesis; el confacto entre células progenitoras y células estromales es
necesario para mantener el crecimiento y renovacion de células madre
pluripotenciales. Estos cultivos contienen una mezcla de diversos tipos de
células, incluyendo células fibroblasticas y sus derivados (adipositos),
células endoteliales, células blanket y macréfagos todas las cuales pueden
ser identificadas en tejido hematopoyético. Las lineas celuiares con la
propiedad de células fibroblastoides o parecidas a endoteliales pueden ser
clonadas desde tejido hematopoyético primario y conservar la habilidad
para sostener el crecimienio vy diferenciacion de progenitores

hematopoyéticos®'’- #,
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Las células estromales reservan una matriz extracelular la cual es rica
en colagena, fibronectina, laminina y glicosaminoglicanos; lo cual también
constituye parte del microambiente hematopoyético?"’.

Ahora bien, los macréfagos del estroma medular, juegan un papel muy

. importante en la regulacion de ia hematopoyesis. Los estudios pioneros por

Bessis y cols., mostraron la existencia de un macréfago central en una isla
eritroblastica por lo que se dio el concepto de que los macréfagos actian
como “célula enfermera” para la eritropoyesis por proveer de factores
esenciales como la eritropoyetina®'’??®, Esto se ha demostrado por la
presencia de RNAm de eritropoyetina, en experimentos de hibridizacién in
situ. La produccién de factores eritroides por los macrdfagos, puede ser una
explicacion de la produccion sincrénica de los eritroblastos dentro de “la isla

eritroblastica” 1a cual se ha observado tanto in vivo como in vitro®'”.

L.os macrofagos junto con los fibroblastos son capaces de producir
una variedad de moléculas denominadas Factores Estimulantes de

Crecimiento Hematopoyeético o citocinas 2'7-2%.

La membrana citoplasmatica de los macrofagos establece procesos
intimos de interaccion celular (comunicacion celular) con una gran
proporcién de células hematopoyéticas desarrolladas, incluyendo tanto la
linea eritroide como mielomonocitica. Tal asociacién provee un apropiado
microambiente de control de crecimiento celular, diferenciacién y
movimiento. Los macréfagos son también fuente importante de
interleucinas (IL-1 y IL-6), las cuales actian sinergisticamente con {os
factores de crecimiento hematopoyético; y Factor de Necrosis Tumoral-a

{TNF-u), el cual puede inducir la secrecion de factores de crecimiento por
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ofras células estromales. Ademas los macréfagos son capaces de secretar
potentes inhibidores de la diferenciacién de progenitores y células madre
tales como: Interferon o/f (INFo/B), TNF-«, Factor de Crecimiento de
Transformacion p (TGF-8) e inhibidor de células madre

hematopoyéticas '54161.217.228

El microambiente hematopoyético es esencial para el mantenimiento
del steady-state (estado estable) de la hematopoyesis tanto in vivo como in
vitro y tal equilibrio puede darse gracias al contacto célula-célula entre
estroma y progenitores hematopoyéticos para reguiar la hematopoyesis.

Este contacto célula-célula puede estar dado a través de moleculas de
adhesién o ligandos y moléculas receptoras; el proveer un medio para la
comunicacién celular directa podria en un momento dado (1) favorecer
concéntraciones locales de factores reguladores secretados por célula, (2)
permite ef control de calidad de la diferenciacion de células
hematopoyéticas por permitir el reconocimiento y fagocitosis de células
defectuosas o apoptésicas (p. ej. células B), y (3) es importante también en
la regulacién del movimiento y egreso de diferenciacién de precursores de

tejido hematopoyético a la sangre periférica'®!2%12%7,

Uno de los primeros investigadores quien demostré la presencia de
células fibroblasticas con potencial osteogénico en el estroma de la médula
Gsea del ratén, fue Friedenstein y colaboradores, sus experimentos
mostraron que el transplante de esas células del estroma podrian allanar el
camino para transferir con éxito el microambiente hematopoyético'.
Posteriormente Dexter y colegas desarrollaron un sistema de cultivo a largo
término que permite mantener ia hematopoyesis in vitro el cual contiene
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una capa de ceélulas estromales junto con las células

hematopoyéticas®®-1199.228.233

En cultivos liquidos Dexter se ha estudiado cada uno de los
componentes celulares del estroma, con la finalidad de conocer su funcién
biolégica, en la produccién de factores de crecimiento y en la regulacion de
la hematopoyesis; se han empleado anticuerpos monoclonales como el
ASTRO-1 especifico para precursores estromales, que permite aislar cada

componente '¢"1%%

El componente estromal del sistema murino consiste en macréfagos,
céluias hematopoyéticas, fibroblastos, células endoteliales y “células
reticulares”. A través de éstos sistemas (Golden Srian) han sugerido que
las células de médula adherentes in vitro no solamente soportan la
hematopoyesis con diferenciacién predominantemente granulocitica sino
asi mismo pueden actuar activamente suprimiendo la diferenciacion 2.

El estudio del estroma medular por medio de cultivos de corto y largo
término, ha Ilevado‘a explicar diferentes malignidades hematologicas; como
la anemia aplasica y los sindromes dishemopoyéticos; en los que en su
conjunto se ve involucrado el microambiente hematopoyético™’.

1.2.1. IMPORTANCIA DE LA MATRIZ EXTRACELULAR

En el organismo humano existen varios tipos de matrices
extracelulares, cada una de ellas especializadas en una funcién en
particular”®. La matriz extracelular es el espacio intracelular que hay entre
cada una de las células que conforman todo el sistema hematopoyético.
Las células del estroma medular y las células hematopoyéticas guardan
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una matriz extraceluiar especializada la cual permite unir varios factores de
crecimiento y por tanto proporciona permanentemente seiales abundantes
a las células con las cuales contacta®.

Las células del estroma segregan unos componentes que forman la
«matriz extracelulars>: fibronectina, laminina, colageno y
glucosaminoglucanos entre {os mas representativos.

Uno de los mecanismos por los cuales las células progenitoras
hematopoyéticas normales permanecen localizadas en la médula dsea
como un microambiente, involucra la adhesion de éstas células a proteinas
de la matriz extracelular, por ejemplo, el coldgeno tipo 1, lli y V. Son las
proteinas de la matriz extracelular en médula ésea mas abundantes y son
producidas por fibroblastos asi como hoy en dia se conoce que las células
endoteliales también las producen. El colageno tipo | y Hi proveen la
armazén estructural de los compartimientos o nichos en los cuales las

células hemopoyéticas se alojan®%%,

Existen por lo menos doce tipos de colageno, sin embargo el colageno
tipo |, en estudios realizados por Michaet K. y colaboradores, se demostro
que es una proteina adherente en meédula 6sea normal para células
progenitoras mieloides demostrando enlaces especificos (46% + 8% para
el dia 7 y al dia 14 del 47% + 12% de las Unidades Formadoras de
Colonias Granulomonociticas CFU-GM). También la linea de Unidades
Formadoras de Burst Eritroides (BFU-E), mostr6 enlaces significativos con
las proteinas de membrana externa (40% % 10%). En neutréfilos y
monocitos maduros de sangre periférica, se encontraron enlaces a el
colageno tipo ! (25% t 8% y 29% + 6% respectivamente). Estos datos
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sugieren que el colageno tipo | puede jugar un papel importante en la
localizacion de progenitores comisionados mieloides y eritroides dentro del

microambiente de la médula 6sea'®.

La fibronectina es una glucoproteina de la matriz extracelular que se
une no tan solo al colageno y a los proteoglucanos, sino también a
receptores especificos de la superficie celular. Esta proteina junto con la
faminina son importantes para la organizacién de otros componentes de la
matriz, y también para regular la unién de las células a la matriz, la
migracion celular y la forma de la célula. El papel principal de la fibronectina
es unir las células a diversas matrices extracelulares. La presencia de la
fibronectina en las superficies de las células no transformadas, y su
ausencia en las transformadas (o tumorogénicas), lleva en principio a la
identificacion de ia fibronectina como una proteina de adhesion®.

La fibronectina posee lugares de unién de alta afinidad especificos
para receptores de la superficie celular, conteniendo el péptido universal de
adhesion arginina-glicina-ac. asparttico (RDG) es la estructura minima
requerida para el reconocimiento de las células hematopoyéticas al
colageno, fibrina, proteogliucanos sulfatados y factores de crecimiento;
también muestra enlaces especificos entre células precursoras eritroides y

células estromales®®,

Los proteoglicanos son un grupo de moléculas asociadas a la maftriz
extracelular y en la superficie de las células estromaticas. Contienen una
proteina nuclear a la cual se une covalentemente uno o0 mas polisacaridos
conocidos como gilucosominoglucanos. |L.os glucosominoglucanos son
largos polimeros lineares repetitivos de disacaridos especificos;
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generalmente un azicar es un Aacido urbnico y el otro es
N-acetilglucosamina. Uno 0 ambos azicares contienen uno ¢ dos residuos
de sulfato. Los proteoglucanos se denominan segun la estructura de su
disacarido respectivo principal; tales como: condroitin sulfato, acido
hialurénico y heparan sulfato®™ ™. Ellos son sintetizados por células del
' tejido hematopoyético, principalmente por células del estroma, y son
liberados al espacio extracelular. Recientemente han llamado la atencion
debido a que existen evidencias de que estos pueden extraer
selectivamente y enlazar factores de crecimiento; asi como proveer de una
alta especificidad en el reforzamienio de las uniones entre células
progenitoras y ei estroma medular; modulando la hematopoyesis (Gordon
et. al. 1986).

Otros proteoglicanos pueden ser instrumentos de la anidacion de las
células madre hematopoyéticas; otra clase de proteoglicanos puede estar
relacionada con el desarrollo de la regulacion de las células eritroides.
También se encontrdé que las células progenitoras hematopoyéticas,
sintetizan una cantidad considerable de condroitin sulfato (CS) que primero
esta asociado a la membrana y posteriormente es liberado al espacio
extracelular. Cuando estas células progenitoras forman un capa sobre una
superficie de células estromaticas estas se encuentran unidas, o anidadas
a las células estromaticas; lo cual se asocia a una estabilizacion de la
membrana asociada a CS. El tiempo de vida de éstas moléculas sobre la
membrana es prolongado. Estos estudios han demostrado que membranas
asociadas a CS pueden por lo tanto, mediar el enlace de progenitores
hematopoyéticos a células estromaticas. Este enlace ocurre via la
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interaccién entre membranas asociadas a CS sobre células progenitoras y
membranas asociadas a fibronectina (FN) sobre células estromales®®*?™.

Estas uniones intercelulares son un fendomeno complejo que involucra
interacciones muitiples moleculares. En el que estan involucradas las
diferentes membranas celulares del sistema hematopoyético (estroma) y la
matriz extracelular quienes en su conjunto forman el microambiente

inductivo hematopoyético. {ver fig. 1.8)
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Fig. 1.8. Progenitores hematopoyéticos y su microambiente{183).




CAPITULO 2

CELULAS MADRE (STEM CELL) Y
PROGENITORES HEMATOPOYETICOS

La hematopoyesis humana forma un complejo ecosistema de
poblaciones celulares en la médula ésea, distribuyéndose en ella las células
hematopoyéticas en dos principales compartimentos morfologico-

funcionales bien diferenciados 1% :

a) Compartimiento de células madre o de division.

b) Compartimiento de maduracion y diferenciacion.

2.1. COMPARTIMENTO DE CELULAS MADRE (STEM CELL)
O DIVISION

El sistema celular sanguinec diariamente presenta un numero
importante de muerte celular, dado que las células sanguineas maduras
tienen un tiempo finito de vida y cada una de ellas son completamente
incapaces de replicarse. Por lo tanto, las células como los eritrocitos,
eosindfilos, basofilos, plaquetas, monocitos y granulocitos son
denominados “terminalmente diferenciados”. Estas células al completar su
tiempo de vida tendran que ser reemplazadas por otras para que el
organismo mantenga bajo condiciones de steady- state (estado estable) el
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conteo sanguineo celular en humanos normales y asi mismo que la médula
dsea produzca aproximadamente 10" células por dia normalmente.

Para poder regular dicha situacion sera importante que los ranges de
produccién y de envejecimiento celular deban ser iguales; y esto sera
posible gracias al! compartimiento de! sistema de Células Madre
Hematopoyéticas (Stem-Cell), también conocida como : células tallo,
células totipotenciales, células pluripotenciales, células tronco y células

germinales o seminales '39!,

El sistema de células madre hematopoyéticas produce el sistema
leucocitario ademas de eritrocitos y plaquetas , asi como algunas células
que no necesariamente se empleaban en las definiciones comunes del
sistema hematopoyético, como son los basofilos tisulares, los osteoclastos,
y todo el sistema de macréfagos (histiocitos , células de Kupfer y otras), que
se localizan en varias cavidades y tejidos corporales (sistema reticulo
endotelial) %°.

Para la produccién de células nuevas el sistema hematopoyético
emplea el proceso de mitosis, por medio del cual se duplica ia cantidad de
DNA y de algunos componentes (no todos), para que mediante mitosis se
produzcan dos células hijas que seran idénticas a la célula madre original®.

Sin embargo, el sistema de células madre hematopoyéticas responde
s6lo bajo ciertos agentes especificos ambientales para activar el
mecanismo mitético y asi mantener el conteo sanguineo de lineas celulares
especificas en diferentes tiempos. Asi por ejemplo, la producciéon de
eritrccitos puede ser predecible que se incremente en el estado de hipoxia,
pero la produccion de neutrofilos no. Por el contrario en pacientes guienes
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tienen un proceso infeccioso adquirido, la produccién de neutrdfilos se
incrementa pero la produccion de eritrocitos no. Estas respuestas
especificas lineales, son dirigidas por tres categorias genéricas de
competencia celular: 1) las células madre hematopoyéticas deberan tener la
capacidad para pasar de células progenitoras comisionadas a una linea
hematopoyética en particular; 2) la capacidad de células progenitoras de
una linea para llevar a una progenie diferenciada; 3) el organismo debe
tener la capacidad para percibir estimulos ambienfales para generar
“sefiales” extra e intracelulares que repriman éstas vias de diferenciacion®.

La pioducci()n de células sanguineas en tejido hematopoyético
involucran el establecimiento de una embriogénesis temprana de células
madre hematopoyéticas pluripotenciales 2.

Asi mismo, las caracteristicas que definen cualquier célula madre son:
su gran capacidad de AUTORREPLICARSE, y cuando la célula madre
hematopoyética es funcional, su capacidad para DIFERENCIARSE %12,

Estas células pluripotenciales no estan comisionadas en si a una linea
especifica , sino que funcionan como precursores hematopoyéticos, que al
dividirse, mantienen asi un compartimiento desde un punto de vista
funcional aunque no anatomico de células similares pluripotenciales.
Algunas células germinales se mantienen inmuiables en el compartimiento
germinal en nichos hematopoyéticos por toda la vida del mamifero,
mientras que otras son estimuladas y se convierten en elementos

unipotenciales que dan lugar a distintos tipos de células sanguineas 2%,
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Se ha observado que en ratones iradiados letalmente, al inyectarles
células de la meédula d6sea son capaces de reconstituir el sistema

hematopoyético de dichos animales.

Ahora bien, morfolégicamente hablando, las células de éste
compartimiento (menos del 1 % del total de células madre) no son
identificables, denominadas células progenitoras o células germinales, las

cuales asemejan a linfocitos pequenios %°.

Estas células pueden ser cuantificadas in vitro porque en medios
semisodlidos (agar o mefilcelulosa) forman colonias que son reconocidas

morfoldégicamente como progenie diferenciada.

Aunque muchos estudios estan basados en modelos de murinos, éstos
mismos son altamente relevantes a la fisiologia celular humana. Por
ejemplo, virtualmente los ensayos in vitro para células progenitoras
hematopoyéticas derivan de métodos establecidos usando células

murinas®.

En realidad la primera evidencia clara de la existencia de células
madre hematopoyéticas derivo de estudios realizados por Till y Mc Culloch
(1968), quienes describieron la existencia de las Unidades Formadoras de
Bazo (CFU-S por sus siglas en inglés), las cuales se ponen de manifiesto
en los ensayos realizados en ratones irradiados letalmente y transfundidos
con médula 6sea singénica, al cabo, de unos dias (9-14), en el bazo de
estos ratones aparecian colonias de células hematicas en especial tres
series: eritrocitica, granulocitos y plaquetas, en varias etapas de

diferenciacion. (ver fig. 2.1) 2034129.201.228.233
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Estudios subsecuentes demostraron que cada
una de éstas colonias de bazo derivaban de una
célula progenitora hematopoyética unica vy
pluripotencial ahora conocida como la CFU-S
(Unidad Formadora de Colonias de Bazo) o
CFU-C (Unidad Formadora de Colonias de
Cultivo). Las CFU-S representan un modelo
importante de la fisiologia de las células madre.
Las células CFU-S o CFU-C segin se
produzcan en colonias esplénicas ¢ en agar. La
célula germinal multipotencial es la CFU-S,
mientras que las CFU-C son las dirigidas a la
formacion de células sanguineas que necesitan
Factores Estimulantes de Colonias (CSF por sus
La
diferenciaciéon para CFU-S y CFU-C no es

siglas en inglés) para proliferar.
Unicamente conceptual, ya que las CFU-S
comparten un antigeno presente en el cerebro
del raton, distinto del antigeno 0, que no poseen
las células CFU-C. Por otro lado las CFU-C son
mas densas y muchas de ellas se encuentran en

la fase S del ciclo celular 122125184,
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En ratones irradiados a los que se les administra infusiones de células
provistas de marcadores cromosdémicos generan células sanguineas con el
mismo marcador; por lo que, las células derivadas son clonales. También e!
cromosoma Philadelphia es un marcador caracteristico, que se encuentra
no sélo en los granulocitos leucémicos, sino también en los megacariocitos,

en los normoblastos, y en los monocitos lo cual nos habla de la existencia

de una célula germinal pluripotencial 31228,

Existen otros estudios los cuales han servido de modelo en forma
importante tanto en murinos como en humanos, que demuestran la
barticipacic’m de una célula madre . Asi, por ejemplo, los ratones con
supresion enddégena de eritropoyetina o ratones a los que se les inyecto
anticuerpos anti-eritropoyetina, producia disminucién de la linea eritroide,

pero, aumentaban las células indiferenciadas.

Otro modelo de dafio a nivel de la célula madre es la neutropenia
ciclica en el perro Colli gris en el que existe un desorden en la velocidad de
produccién de neutréfilos, eosindfios, linfocitos, reticulocitos y plaquetas
todas ciclicas. El ciclo dura alrededor de 11 dias para cada tipo celular ,
pero todos los ciclos estan fuera de fase uno de otro. Esta enfermedad
recesiva produce infecciones y muerte prematura ; por lo que se determina
que existe una deficiencia en el compartimiento de células germinales no
comprometidas. Dunn y cols., (1977;1978) han demostrado que Ia
fluctuacion ciclica de cada linea celular afectada es paralela a la variacion
en los niveles de Actividad Estimulante de Colonias (CSA) y CFU-C
medidos por la técnica de la camara de difusion. Ademas, la
“hematopoyesis ciclica canina” puede ser corregida a través de un
transplante de médula 6sea demostrando que el defecto puede existir a
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nivel de células madre. Los ciclos de éstos animales pueden ser
eliminados temporalmente por endotoxinas y tratamjentos con litio ,
posiblemente por normalizacion de las células madre pluripotenciales 2%,

Un desorden similar existe en humanos en el cual la neutrofilia,
monocitos, linfocitos, reticulocitos, y plaquetas las cuales también son
ciclicas tienen un intervalo de tres semanas; la forma adulta puede
representar un desorden clonal de células Natural Asesinas (NK). La
terapia se hace con esteroides en dias alternados, normatizando los ciclos y
previene de posibles infecciones a algunos pacientes con neutropenia
ciclica 2.

Normalmente s6lo una pequefia fraccion de las células del
compartimiento celular estan en mitosis, pero esta fraccion es suficiente
para mantener un estado constante en la poblacion de las células
sanguineas®. [El compartimiento normal de fas células madre
hematopoyéticas tiene un tamafic constante, lo que refleja un equilibrio que
existe entre autorreproduccion, diferenciaciéon y muerte celular. Si hay un
compartimiento precursor como parece haberlo, para todas las células
madre hematopoyéticas (CMH) menos para la célula madre
hematopoyética totipotencial (CMHT) mas primitiva, la regulacion a partir:
del compartimiento precursor se transforma en una variable adicional (quiza
es un sistema de apoyo primario para utilizarse en caso de urgencia).
Muerte y diferenciacion son sinénimos desde el punto de vista cinético en
los compartimientos de la célula madre; ambos fenémenos impiden la
autorreproduccién. En ia figura 2.2 se observa el efecto que tienen Ilas
diferentes relaciones entre -autorreproduccion y diferenciacion sobre el
tamafio de! compartimiento de las CMH. Existe una regulacion para todos
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los compartimientos de CMH excepto para la CMHT aunque ésta puede ser
solo intermitente. Sin embargo, debido a dicha regulacion, la diferenciacion
(y la muerte) en condiciones normales, deben exceder a la
autorreproduccion en los compartimientos post-CMHT. El compartimiento
de células germinales por lo tanto debe considerarse como una entidad
funcional mas que anatdmica, ya que las células germinales
multipotenciales se encuentran no sélo en médula 6sea sino también en la

sangre 2.

Céluias madre

Diferenciacitn (A)
— —_—
Proveniente de
la céluta madre B
otimiiva | L Mrrﬁ;g;wduccmn
(i)

A=B(1=0)

v

oA=B+1

TAMARO DEL COMPARTIMIENTO
DE CELULAS MADRE

TIEMPQ ~—>

fig. 2.2. Relaciones entre ef tamario del compartimiento y el balance
de entrada, autorrepro-duccion y diferenciacion(B).
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Existen otras evidencias que nos hablan de la existencia de una célula
madre multipotencial, asi, por ejemplo, del transplante de células de
colonias esplénicas de un solo tipo celular se obtienen colonias de tipo
celular puro o mixto, lo cual indica que la colonia original también contenia
células no comprometidas e incluso celulas germinales multipotenciales.
Por otro lado , Trentin y cols., (1971), demostraron que también es posible
repoblar 6rganos linfoides depleccionados con células procedentes de
colonias esplénicas hemopoyéticas y que los nuevos linfocitos son capaces
de producir inmunoglobulinas de tipo B o T %2,

Por tanto, se concluye que la célula germinal CFU-S es
verdaderamente multipotencial. En la figura 2.3 se muestra el modelo sobre
el origen de los distintos tipos celulares y sus compartimientos 85

! Progeritoies.  |CGo CFU{"J'M‘@"’A e S ifopoyes
‘&) Pifipotentes’ | T N
' .CGp , ‘CFU-S'{GEMA) .

bj Campromatidos. | CGm:

X 0“'65 l
inhibidores’ — i ) 1 Owos

}%c!Enfemna CFU—E
Tt - EPY tnhibidores —F- .
Catonas tnhibidores -cF “Otyos ' ;

Uprecursores. | Granulo-mos Brimides Faqteuros

- |divisibles. o #O) {;;{Bhg EBL MGC

: MIEL'-MET

T 1 }
Elemantas i .
“maduros PMN Hematies Flagquetas:
Mmaduros MON-MFS

{sangre y 1ejidos)

fig. 2.3. Vertiente mieloide de la hamatopoyesis. CGO {célula germinal), CGp {célula pluripotenciat
mieloide) y CGm (células progenitoras monovalentes ¢ ‘comprometidas®). (183)
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La hemopoyesis ia conforma un conjunto de poblaciones de células
progenitoras o germinales las cuales para su estudio se han dividido en tres
categorias ordenadas y de diferente significado biolégico. La primera es un
pozo de reserva de células madre autorregenerativas. La segunda esta
compuesta por células progenitoras en diferenciacion (células

comprometidas 6 comisionadas) las cuales estan relacionadas con linajes

celulares especificos y tienen una capacidad limitada o virtualmente no
detectable para autorregenerarse. La tercera comprende la poblacion de
células hematopoyéticas compuesta por céiulas sanguineas maduras y

funcionalmente completas %23,

La poblacion de progenitores o células germinales (CG) denominadas
también “unidades formadoras de colonias® por su capacidad clonogénica
in vitro , se despliega en un sentido jerarquico descendiente desde
elementos pluripotenciales mieloides Celulas Germinales Pluripotentes
(CGp), con capacidad diferencial polivalente
“granuloeritromonomegacariocitica® (CFU-GEMM), hasta progenitores
univalentes o monovalentes (CG,,) o “comprometidas” en cada una de las
lineas celulares especifica: eritroblastica (CFU-B y CFU-E),
granulomonocitica (CFU-GM) y megacariocitica (CFU-Mg) en la tabla 2.1 se

muestran las distintas células y su terminologia ®°.
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TABLA 2.1 TERMINOLOGIA Y ABREVIATURAS DE LAS CELULAS
MADRE HEMATOPOYETICAS CONOCIDAS®.

CFU 6 CFU-ML Ceélula madre pluripotencial mieioide y linfoide.

CFC 6 CFU-L Célula madre linfoide

PC'FC 6 CFU-GEMM | Célula madre multipotencial mieloide para granulocitos,

(CFU-S) neutréfilos, eosindfilos, monocitos y megacariocitos.

CFC 6 CFU-GM Célula madre bipotencial comprometida para granulocitos
y monocitos.

CFC 6 CFU-G Célula madre unipotencial comprometida para
granulocitos.

CFC 6 CFU-M Célula madre unipotencial comprometida para monocitos.

CFC-GM Célula formadora de agregados o  clusters
granulomonociticos.

BFC 6 BFU-E Célula madre unipotencial o comprometida eritroide en
burst.

CFC 6 CFU-E Célula madre unipotencial o comprometida eritroide.

CFC 6 CFU-Eo Célula madre unipotencial 0 comprometida para
eosinodfilos.

CFC 6 CFU-B Célula madre unipotencial o comprometida para baséfilos.

CFC 6 CFU-Mk Célula madre unipotencial o comprometida para

megacariocitos (y plaquetas).

CFC célula formadora de colonias, CFU unidad formadora de colonias.

En cierta forma se acepta que antes del escalon de progenitores

plurivalentes mieloides (CFU-GEMM), existe un primer nivei de progenitores

omnivalentes {CG,) con capacidad evolutiva tanto mieloide como linfoide

(CFU-L/M).

Este escalonamiento no se dispone en forma brusca como se muestra

en la figura 2.3, sino que existe una secuencia fluida de poblaciones

germinales que a lo largo de su evolucién ontogénica, van adquiriendo
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receptores celulares de membrana cada vez mas especificos o

comprometidos, existiendo formas intermedias con capacidad clonogénica

“bivalente” 1%,

El segundo escalén lo comprenden el gran compartimiento de
precursores mieloides, morfoldgicamente reconocibles como tales. Los mas
jovenes tienen capacidad divisible (miefoblasto, promielocitos, mielocitos y
promonocitos; eritroblastos y megacariocitos maduros), mientras que los
mas maduros carecen de capacidad mitética (metamielocitos, eritroblastos

y megariocitos maduros).

El tercer escalon citofuncional de la hematopoyesis lo integran la
mezcla de elemenios maduros que atraviesan la barrera médula sangre

para alcanzar el torrente circulatorio (granulocitos y monocitos, hematies y

plaquetas) '*.

Se conoce que el estimulo para la diferenciacion y proliferacion de
cada linea celular esta mediado por inductores glicoproteicos (citocinas)
como {a eritropoyetina, trombopoyetina  etc., es probable que la
proliferacién de las células germinales no comprometidas no dependa de
esos inductores glicoproteicos. Asi por ejemplo, la eritropoyetina en la serie
eritroide no actta sobre las células germinales no comprometidas, sino
sobre una célula germinal comprometida la cual capta la sehal de la
eritropoyetina, que se separa de la célula pluripotencial germinal.

De ésta manera los sistemas celulares que forman el substrato de la
hemopoyesis albergadas en el estuche medular éseo al amparo de un

fecho celular y fibrilar rodeado por un microambiente inductor de la

hematopoyesis '2%%%.
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Por otro lado, el desarrollo de colonias hemopoyéticas en el bazo y la
médula dsea de animales irradiados a demostrado que los distintos tipos de
colonias muestran una especial predileccion por localizarse segun una
distribucion geografica caracteristica en el érgano huésped.

En el bazo de ese huésped, la zona subcapsular favorece la formacion
de colonias eritroides, mientras que el parénquima mas profundo y la
medula ésea favorecen la diferenciacion granufocitaria, tal situacion es
probable que no se de al azar sino que, que la linea de diferenciaciéon esté
inducida por la naturaleza del ambiente en que se encuentra {a propia
célula germinal no comprometida. Esta induccion en la que interaccionan
diferentes tipos de células y sustancias reguladoras en feeb-back son tema
de continuo estudio y de gran interés. Para {al interaccion celular por lo
tanto, es importante considerar ta naturaleza de las membranas de las

células formadoras de colonias, sus receptores y su matriz extracelular
128,228

2.1.1. ANTIGENOS DE SUPERFICIE DE LA CELULA MADRE

Con la intencion de aislar células madre murinas por métodos
inmunolégicos, a ftravés de un gran ndmero de ensayos sobre la
caracterizacion de los antigenos de supefficie celular (p. ej. CD 34) en
celulas primitivas y usando otros antigenos de superficie, a los que se les
ha encontrado en células comisionadas para una linea especifica, ha sido
posible caracterizarlas. Una bateria de anticuerpos puede ser utilizada para
identificar y (contra seleccionar) células que expresen marcadores de lineas
especificas (lin+). La validacién de que una célula dada sea una célula
madre humana es mas dificil que en modelos murinos. El fenotipo de una

51



célula madre humana puede ser deducido en estudios in vitro; en células
formadoras de colonias que producen colonias que contienen una cantidad
de formas blasticas. Cuando éstas células son retiradas dei cultivo y
resembradas en cuitivos secundarios y terciarios las colonias celulares

tienen asi mismo células progenitoras multilinage.

Terstappen y cols., usaron una variedad de anticuerpos monoclonales
para identificar el fenotipo de éstas CFUs blasticas y observaron que las
células fueron CD34+/CD38-. Anteriormente, Curt Civin y su grupo habian
aislado un anticuerpo monoclonal que reconoce una linea celular leucémica
llamada “KG-1" y que se demostroé eficaz para definir a 1a célula madre
humana, al reconocer un antigeno llamado CD 34 que se haya en células
pluripotentes primitivas y en otras precursoras de la sangre. Este antigeno
CD34 es una glicoproteina de 110 Kda (kilodaltons) codificada por un gen
sobre el cromosoma 1q humano y es expresada en {a superficie celular de
progenitores hematopoyéticos medulares humanos (1-4% ), y también es
expresado por un 30% de las ceélulas leucémicas de pacientes con
leucemias mielociticas o linfociticas agudas con un alto porcentaje de
blastos, ademas, se expresa en células madre de primates no humanos asi

como, en células endoteliales capilares.

El antigeno CD38 es una glicoproteina de 45 Kda cuya funcion se
desconoce. Este esta expresado por todas las lineas hematopoyéticas®- 2%,

Las células CD34+/CD38- de médula 6sea humana sembradas a una
densidad de una célula, dan lugar a colonias primitivas en 28 a 34 dias
después de clasificarse (después de 14 dias en el medio que contiene
eritropoyetina, GM-CSF, G-CSF, iL-6, y IL-3 ). Mas importante adn, durante
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los periodos de cultivo por arriba de cuatro meses y hasta cinco
generaciones secuenciales de clonas fueron vistas después de replantear

células de éstas colonias primitivas.

Estos hallazgos representan otros reactivos promisorios, que pueden
. ayudar en la completa caracterizacion de células madre hematopoyéticas
humanas, incluyendo anticuerpos a c-kit (para seleccién positiva) y CD33
(para seleccion negativa ). Asi mismo ha sido posible su aislamiento,
movilizacién, purificacién y expansion'”’.

La célula progenitora pluripotente mieloide (CFU-GEMM) expresa
HLA-DR y es positiva para el CD33 y CD34. Cuando adquiere compromiso
hacia la linea granulomonocitica y pasa a CFC-GM, ademas dei CD33 y del
CD34, expresa el CD13, antigeno que conseiva durante toda su
maduracién a granulocito maduro, por lo que se le considera marcador de
linea. La linea monocitica tiene como marcador especifico el CD14. Los
progenitores eritroides BFU-E y CFU-E comparten el CD33 y el CD34 con
la glicoforina A que conserva durante su evolucion madurativa hacia el
hematie.

Los progenitores megacariociticos CFU-Mg comparten el CD33 y
CD34 con el CD61 y CD41 que se expresa durante toda su maduracién. El
promegacarioblasto adquiere un nuevo antigeno, el CD42, que junto con los
ofros dos permite identificar la linea megacariocitica. El antigeno HLA-DR
se halla en estadios muy tempranos de diferenciacién de la CFU-GEMM y
deaparece en estadios tempranos de diferenciacién excepto en la serie

monocitico-macréfago en la que permanece hasta los elementos maduros
,131,180,201
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En la figura 2.4 se muestra el fenotipo del antigeno de superficie de
células madre o células tronco y progenitoras y progenie relacionada en ja

131,201

hematopoyesis

Las células de la médula 6sea que expresan el antigeno CD34 son
claramente un grupo heterogéneo, como queda demostrado al estudiar el

fenotipo celular por citometria de flujo.

Aunque [as cifras exactas pueden variar algo de laboratorio a
laboratorio las células CD34+ demuestran tener marcadores para linfocitos
T, linfocitos B y células mieloides en la siguiente proporcion
HLA-DR+ (85%), CD19+(86%), CD33+(70%),

aproximadamente:
CD10+ (5%)

CD71+(40%), CD38+(70%), AGA (20%), CD7+(5%),

11,86,122,135, 151

Para fines clinicos, con objeto de poder repoblar, eficientemente y a
largo plazo, la médula de pacientes sujetos a terapia mielosupresiva parece
ser que el injerto de las células verdaderamente totipotenciales son piedra

angular
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Fig. 2.4. Diagrama que ilustra la refacién jerdrquica entre las células entre progenitores muttipotenciales
y pluripotenciales de la lineas mieloide y linfoide, alguncs de los factores de crecimiento que influyen en
el crecimiento de las células en estos estados de diferenciacion, y algunos de los antigenos de
superficie imporlantes expresados por las céiulas madre y las células progenitoras.
TdT=deoximbonucleotidil transferasa terminal $F= Faclor Steel; EPO= eritropoyetina CSF-1= M-CSF;
TP= trombopoyetina; Mono= monocito; RBC= células rojas sanguineas (201).

2.2. COMPARTIMIENTO DE MADURACION Y
DIFERENCIACION

A partir de las células madres comprometidas o0 unipotenciales se
producen las células precursoras morfolégicamente reconocibles de cada
linea celular: siendo estos precursores eritroideos o eritroblastos,

precursores granulociticos o granulocitos inmaduros, precursores
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plaquetarios o megacariociticos, y precursores linfaticos o linfociticos.

Empezaremos hablando de los precursores eritroideos 6 eritrobtastos .

2.2.1. PRECURSORES ERITROIDES

Los hechos que caracterizan a estas células son dos

fundamentalmente: la hemoglobinizacién progresiva y [a reduccion del
tamaiio nuclear hasta su pinocitosis y expuision final para dar lugar a la
célula roja funcional anucleada o hematie. Se distinguen los cinco estadios

siguientes:

1. Proeritroblasto. Sinonimias: macroblasto (Naegeli),
macronormoblasto (Undriz), eritogonia (Dameshek), megaloblasto
(Sabin y ciertos autores franceses), pronormoblasto (Wintrobe).

Célula de tamano relativamente grande (diametro de 20-25
micras), el contorno de esta célula es redondeado a menudo
deformado por los contactos, tiene wuna alta relacién
nucleocitoplasmatica (escaso citoplasma) y basofilia intensa por alto
contenido de RNA; pueden mostrar algun nuciéolo y la inmadurez

cromatinica es manifiesta 343522822,

2. Eritroblasto baséfilo. Sinonimias: macroblasto (Pappenheim),
eritroblasto primario (Sabin), normablasto primario (Whitby y Britton),
normoblasto tipo A (Israéls), normoblasto basofilc (Wintrobe). El
diametro de esta célula va de 16-18 micras. El protoplasma es
intensamente baséfilo, mas azul aln que e! del proeritroblasto,
siendo el caracter mas distintivo de esta célula, tiene un nicleo algo
menor y generalmente sin nucléolos, La cromatina es bastante laxa,
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pero empieza a condensarse en grumos grandes, por lo cual su tono

generalmente es bastante obscuro 3485228 228

3. Eritroblasto policromatofilo. Sinonimias: normoblasto
policromatofilo (Windrobe), normoblasto intermedio (Whitby vy
Britton), eritroblasto tardio (Sabin), normoblasto tipo B (Israéls). Su
diametro es de 12-15 micras. Su protoplasma es abundante,
habiendo perdido en parte su basofilia, y, va adquiriendo la tonalidad
rosa por la incorporacion de hemoglobina en su masa, en total el
color del protoplasma es grisdseo, mezcla en diferente proporcion
del azul y del rosa. El nicleo y el tamafio celular son algo menores.

Nunca contiene nucléolos ni zonas de cromatina laxa 32522220111

4. Eritroblasto ortocromatico. Sinonimias: normobiasto (Sabin),
normoblasto tipo C (Israéls), normoblasto final(Whitby y Britton),
normoblasto oxifilico (Undritz), normoblasto ortocromaético o acidéfilo
(Wintrobe). Su diametro es de 10-15 micras. El protoplasma tiene la
tonalidad rosa del hematie adulto, no guardando restos de la antigua

basofilia, el nlicleo es considerablemente picnético 348528,

5. Reticulocito. Sinonimias: pronormocite (Undritz); hematie con
substancia granulofilamentosa (Cesaris-Demel)*. El nombre de
reticulocito deriva del aspecto reticulado que muestra en las
coloraciones ultravitales debido a la persistencia en el citoplasma de
restos de organelas. Son células de volumen algo mayor que los
hematies adultos, presentes en sangre periférica en una proporcion
entre 0.5 y 1.5 % de los hematies *°.
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Heilmeyer y Westhaiser clasificaron a los reticulocitos en cinco grupos
madurativos, basandose en la distribucion de Ja substancia
granulofilamentosa a saber. Grupo O, que en realidad es un eritroblasto
ortocromatico, cuya substancia granulofilamentosa rodea al nicleo en
forma de red tupida; grupo |, con la substancia granulofilamentosa situada
en el centro de la célula formando un ovillo denso; grupo Il, su reticulo es
mas laxo por haberse extendido a todo el soma del hematie; grupo fIl, su
substancia granulofilamentosa empieza a disolverse y rmuestra una
distribucién iregular, y grupe IV tan sélo le quedan restos de la substancia
basofila en la periferia del hematie, formando granulos ¢ hebras irregulares.
Segun Heilmeyer normalmente en la sangre solo contiene los grupos Il y

IV, siendo los otros privativos de la médula osea .

2.2.2. PRECURSORES GRANULOCITICOS

Los hechos evolutivos que involucran estas células son: a) reduccion
del tamafio y segmentacion nuclear progresiva, y b) adquisicion de
granutacion especifica (neutrofilica, eosinofilica y basofilica). La secuencia

es la siguiente:

1.Mieloblasto. Sinonimias: Hemocitoblasto (Ferrata); linfoidocito
(Pappenheim); hematogono (Mollier)*. Su diametro es de 14-18
micras. Es una célula de tamafo variable, con alta relacion
nucfeocitoplasmatica, nucléolo ocasional y escasa granulacidn
inespecifica, primaria o azuréfila ( de “azur™: parpura en terminologia
heraldica; para algunos sin embargo, el mieloblasto careceria de

toda granulacion, marcando esta la siguiente etapa *%°#%,
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2 Promielocito.  Sinonimias: progranulocito (Miale); mieloblasto
(Ferrata). Esta célula es bastante mayor que el mieloblasto. Se
distingue por contener granulos protoplasmaticos en mayor o menor
cantidad. Esta granulaciéon es la denominada inmadura o azuréfila,
por teiiirse de color violeta intenso; tiene bastante tamafio y es muy
visible. El nucleo a veces es levemente indentado en el lugar del
Golgi >***. Hasta esta etapa evolutiva es comdn para toda la linea
granulocitica

3. Mielocito. Célula de menor tamafio, niicleo menor, redondeado, que
exhibe por primera vez la granulacidon especifica secundaria.
Dependiendo de esta, se pueden distinguir a partir de este momento
precursores neutréfilos, eosindfilos, o basdfilos. Del cual
empezaremos con la morfologia de la linea que produce a los
neutréfilos que son los siguientes:

El mielocito neutréfilo. Sinonimia: metamielocite neutréfilo
(Ferrata). Diametro. 15-22 micras. El tamaio de la célula aumenta al
principio para después ir disminuyendo; el protoplasma a perdido
sucesivamente su basofilia, para adquirir en zonas progresivas, la
tonalidad acidofila. En el protoplasma existe siempre una mezcla de
parte basoéfila y parte neutrofifa, y cosa semejante sucede con la
granulacion de la que siempre existen de dos tipos, azurdfila y
neutréfila. El nacleo de forma redondeada, presentan una cromatina

algo laxa, y puede presentar o no un nucléolo no siempre evidente
34,233

4. Metamielocito neufréfilo. Sinonimia: granulocito neutréfilo juvenil.
Diametro de 16-18 micras. Protoplasma completamente adulto
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(rosado con granulacion fina neutrofila); la basofilia del protoplasma
y la granulacion azuréfila han desaparecido; el niicleo tiene forma

redonda mas o menos arrinionada, la cromatina densa, sin nuctéolo

ni sus restos 2%,

5. Granulocito neutrdfilo con el nicleo en banda. Sinonimias: neutrdfilo
de nicleo de baston, en cayado en insegmentado. Didmetro, 14-16
micras. Este elemento se encuentra en la circulacion sanguinea
normal, el nicleo tiene forma de cayado sin estar subdividido

34,111,233

6. Granulocito neutréfilo segmentado o polinuclear. Son los elementos
mas numerosos en la sangre se presentan en una proporcion de
55-65%. Son de tamaio mediano 9-14 micras, contomo
redondeado, protoplasma de color rosa muy palido y con una
granulacion roja muy pequeiia repastida uniformemente y en gran
nimero y por todo el protoplasma. El ndcleo forma dos o mas
lobulaciones, unidas enfre si por un estrangulamiento completo
separadas unas de otras y unidas por un hilo fino. El nicleo es de

tamafio pequefio, presenta una cromatina densa, con ausencia de

nucléolos 3411123

2.2.3. PRECURSORES EOSINOFILOS

Después del promielocito que tiene como tronco comin con los

neutréfilos, siguen las siguientes etapas:

El mielocito eosinofilc. Diametro de 16-22 micras. Tiene un
protoplasma con una proporcion mas o menos extensa de basofilia,
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granulacion mezclada de los dos tipos y presencia o falta de nucléolos,
segun el grado de madurez, de forma equivalente a la del mielocito

neutréfilo 34",

Metamielocito eosinofilo. Diametro de 16-18 micras, protoplasma
. telleno de granulacion eosindfila. Nicleo redondo, carente de nucléolos,
con la cromatina bastante densa.

.

Granulocito eosinofilo de nucleo en banda. Mide al rededor de 16
micras. La forma de este ntcleo no es verdaderamente en baston, pues
para segmentarse el granulocito eosindfilc se separa del nicleo en dos
proporciones por una estrangulacion media. Este nicleo es de cromatina
densa .

Granulocito eosindfilo. De tamario al rededor de 10-15 micras, son de
forma redondeada protoplasma claro, cubierto por una granulacién gruesa.
El ndcleo esta en parte borrado por la granulacion y es poco segmentado.
La cromaiina es de estructura densa '

2.2.4. PRECURSORES BASOFILOS

Al igual que el neutrdfilo y eosinéfilo, los baséfilos parten de un tronco
comun hasta llegar a la fase de promielocito, y las etapas posteriores a este
que llevan a la produccion de baséfilos son las siguientes:

Mielocito basofilo. Diametro de 14-16 micras. Esta célula esta en
escasa cantidad, siendo dificil de distinguir por confundirse faciimente la
granulacion azurdfila inmadura con la basofilia, poseyendo caracteristicas

semejantes a las formas de maduracion de los neutréfilos 3 '*"-
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Metamielocito baséfilo. Diametro de 14-16 micras. El protoplasma esta
lleno de granulacion basdfila, siendo su nicleo poco visible. Esta célula es

casi indistinguible de la forma madura >

Granulocito basofilo. Se encuentra raramente, en una proporcion de O-
1%, es de tamafno pequeio (8-12 micras). De forma redondeada.
Protoplasma de fondo poco visible, palido azulado o rosado. La granulacién
es muy caracteristica, de color violeta muy obscuro, el nicleo es poco
visible, queda claro con relacidn a ia granulacion y es insegmentado o con
dos segmentos, que acostumbran a ser de tamaio semejante y forma

redondeada **.

2.2.5. PRECURSORES MONOCITICOS

Constituidos por el monobilasto y el promonocito.

Monoblasto. Esta célula puede confundirse facilmente con el
mieloblasto, de 14-20 micras de diametro. Su citoplasma es pequeno o
moderado, tiene un color ligeramente basofilo, tendiendo a gris,
generaimente no granulado aunque puede contener algunos escasos
granulos azurdfilos. Su nicleo es de forma redonda u ovalada, con eventual
invaginacion. Estructura cromatica fina, generalmente con uno o dos

nucléolos visibles 2%,

Promonocito. Muy parecido al monocito maduro, de 14-18 micras de
diametro. Con citoplasma azul grisaceo, contiene granulos azurofilos muy
finos de apariencia pulverulenta en cantidad de moderada a abundante. Su
nicleo es de forma irregular, generalmente circunvolucionado, con aspecto
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de estar doblado. Con estructura cromatica mas rugosa que en la etapa de
monoblasto, eventualmente, presenta un nucléolo.

Monocito. Sinonimias: grandes mononucleares y formas de transicion.
Su didametro es de 14-20 micras. Con citoplasma abundante de color azul
grisaceo, con numerosos granulos finos azuréfilos, que le dan el aspecto de
cristal de rosa, y pueden existir vacuolas. Su nicleo es de forma redonda o
arrifonada o ligeramente lobulada. Puede estar doblado sobre si mismo
dando un aspecto de circunvoluciones cerebrales. La cromatina es fina,
uniforme y transparente, hay ausencia aparente de nucléolos 244,

2.2.6. MEGACARIOCITOS O PRECURSORES
PLAQUETARIOS

Los megariocitos son células verdaderamente grandes, con un gran
nicleo que se tiie de oscuro, compuesto por una serie de idbulos
interconectados. Esta morfologia nuclear es consecuencia de la poliploidia;
la mayoria de los megacariocitos tienen ocho veces mas el niimero diploide
de cromosomas. Ademas de fener un enorme nuclec posee una gran

cantidad de citoplasma 2%,

La funcién de estas células es producir plaquetas sanguineas, las
cuales son fragmentos liberados del citoplasma que circulan en la sangre
periférica.

El megacarioblasto. Es dificilmente diferenciable de un mieloblasto o
un proeritroblasto aunque su tamafio es superior (20-50 micras de

diametro). Con citoplasma moderado a abundante, baséfilo con diferentes
tonalidades de azul, generalmente es mas obscuro que el mieloblasto, y
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puede presentar pequefios seuddpodos atrofiados, presenta en general una
banda estrecha alrededor del nucleo y a medida que la célula evoluciona,
disminuye la cantidad de citoplasma siendo este generaimente no
granulado. Su nucleo es generalmente redondo, ovalado o arrifionado. Su
estructura cromatica fina, con abundantes nucléolos coloreados en azul
34,685,233

Promegacariocito. De 20-50 micras de diametro, citoplasma
generalmente abuﬁdante, menos basoéfilo que en la etapa de blasto, e inicia
la formacidén de granulos. Con nucleo gigante, esbozando una lobulacién.
Su cromatina se vuelve mas rugosa, presenta muchos nucléolos

visibles?*®>,

Megacariocitico formador de plaquetas. Es una célula de gran
citoplasma (la mayor célula de la médula ¢sea) su dimensién es de 30-100
micras, con citoplasma abundante, de color azul rosaceo, muy granulado. A
ultraestructura, estas células muestran las tipicas membranas de
demarcacion, y pueden verse sus bordes desflecados liberando algunas
plaquetas; el nicleo poliploide y lobulado. Su cromatina es mas rugosa que

en la etapa anterior. Hay ausencia aparente de nucléolos **%.

Plagueta. Sinonimia: trombocito, hematoblasto. De didmetro de 1-4
micras. Su citoplasma es de color azul claro o purpura, muy granulado.
Comprende dos partes: 1) el cromémero, granulado y situado en la parte

central, y 2) el hialomero que rodea al cromémero de color azul claro y no

granulado. Con nuclec ausente 4%

En la figura 2.5 se muestra las etapas de maduracion de las diferentes

lineas celulares descritas.
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fig. 2.5. Esquema de diferenciacion celular hematopoyética.(188)

65




CAPITULO 3
REGULADORES DE LA PRODUCCION
HEMATOPOYETICA

En los organismos superiores, existen diferentes mecanismos que
promueven la comunicacion intercelular dado que las células no viven
o funcicnan en forma aislada. Tal comunicacibn es necesaria para
regular su desarrollo y organizacion, para controlar su crecimiento y su
divisiobn, asi como para coordinar la mayoria de sus diversas
actividades.

Una forma de comunicacion celular es por medio de mediadores
quimicos y se efecttia por la union de éstos a proteinas especificas de
las células conocidas hoy en dia como receptores *°,

En el sistema hematopoyético, se han caracterizado diferentes
mediadores guimicos denominados citocinas, los cuales participan en
diversos mecanismos que permiten sostener un steady-state de las
diferentes lineas celulares mieloide y linfoides.

3.1. FACTORES ESTIMULANTES DE COLONIAS (CSF) E
INTERLEUCINAS (ILs)

El término citocina fué introducido en 1974 por S. Cohen para
describir sustancias solubles producidas por células que ejercen un
efecto especifico sobre ofras “células blanco” estas citocinas han

mostrado su bioactividad a través de diferentes ensayos®**.
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Las citocinas son polipeptidos simples o glicoproteinas solubles de
peso molecular entre 10 y 35 Kd, las cuales participan en un gran
numero de funciones celulares, actuando a concentraciones muy bajas
del orden de << picomotar>> (10™*? molar)®®. Algunas de ellas como la
eritropoyetina y los factores estimulante de colonias hematopoyéticas,
bloquean el probeso de apoptosis (muerte celular programada),
mientras que otras , como el factor de necrosis tumoral (TNF) y el
interfer6n (IFN) lo promueven. También hay citocinas que estimulan la
proliferacién celular, partiendo de las células madre para su
autoperpetuacién y diferenciacion asi como en la maduracién de una
linea celular especifica.

Las citocinas son producidas por una gran variedad de células,
incluyendo a los linfocitos, monocitos/macréfagos, fibroblastos, células
endoteliales, osteoblastos, adipocilos, células del rifién, higado asi
como diversas lineas tumorales.

La caracteristica mas fascinante de las cilocinas es su
<<pleiotropismo>>. Todas ellas tienen mas de una funcién y ésta
dependera de distintos aspectos, incluyendo : sobre qué célula actdan
( practicamente todas las citocinas descritas hasta ahora, tienen mas
de una sola célula blanco ), la concentracién a la que actian y la
presencia de otras citocinas, {as cuales pudieran potenciar o inhibir su

accion 2.

Para la funcién de las citocinas se requiere de la participacion de
cinco componentes 1) las células que las producen, 2) la citocina
producida, 3) la presencia del receptor celular especifico, 4) ia célula
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objetivo, y 5) que la célula disponga de los sistemas bioquimicos a
través de los cuales se realiza la transduccion de la sefial generada

por la unién de ligandos?.

Las citocinas producen una red de comunicacion intercelular. En

. cuanto a su funcién las citocinas se conocen como factores de

crecimiento (CF), factores estimulantes de colonias (CSF),
interleucinas(lLs), interferones (IFN) y factor de necrosis tumoral
(1'NF)224.

Las citocinas son fundamentales en la regulacion de la
hematopoyesis ya que se encuentran involucradas en la sobrevivencia,
proliferacion y diferenciacion, de las células progenitoras

hematopoyéticas'*®. Ademas, son requeridas para el mantenimiento

de la maduracion del fenotipo y para activacién de las funciones de las

células maduras'3"%%,

Estudios recientes han documentado la funcién de una variedad
de CSF e interleucinas los cuales muchos de éstos factores fueron
primeramente caracterizados por su actividad biolégica producida en
lineas celulares cultivadas, incluyendo: fibroblastos, linfocitos T, y
varias células tumorales. En muchos casos particularmente en lineas
de células T, la produccion de factores de crecimiento hematopoyético
es estrictamente regulada y producida sélo cuando éstas células son
activadas. Los CSF por tanto son subdivididos de acuerdo al mayor
tipo de células maduras que ellos inducen. Por ejemplo, M-CSF y G-
CSF son inductores de macrofagos y granulocitos

respectivamente " 2%,
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Oftro grupo de citocinas que no presentan la propiedad de inducir
la formacién de colonias en agar, pero que afectan algunas actividades
biolégicas de las células mieloides, y que son producidas por
leucocitos, fueron llamadas interleucinas (IL-1 a la IL-12) que a su vez
actuan en procesos del sistema inmune, junto con los interferones y
' TNF 28127

Las principales funciones de las interleucinas son: 1) promover (a
inmunidad natural como resultado de Ila infeccion de macréfagos por
agentes microbianos, 2) regular la activacion, el crecimiento y
diferenciacion de los linfocitos como consecuencia del reconocimiento
del antigeno por las células T, 3) la activacion de las células
inflamatorias  en respuesta a reconocimiento antigénico, y 4) la
estimulacion y diferenciacién de los leucocitos por citocinas secretadas

por linfocitos y otros tipos celulares 2*1%,

Los factores estimulantes de crecimiento hematopoyético e
interleucinas que han sido purificados y caracterizados; han permitido
abrir un panorama del control humoral de la hematopoyesis; en la
actualidad se han descrito casi una veintena de factores humorales
con la capacidad de estimular tanto la proliferacibn como la
diferenciacion hematopoyeética, de los cuales sus principales funciones
se resumen en latabla 3.1y3.2

Muchas citocinas operan predominantemente en forma
<<autéerina>> ( es decir, actia sobre la misma célula que la produce ),

<<paracrina>>(de forma localizada o no-circulante), o <<endébcrina>>
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(como hormonas convencionales) **%2° . Por lo tanto, sus efectos son

sujetos a alteraciones en ¢l microambiente en el cual son secretados.

TABLA  34.

FACTORES

MIELOIDES"**™

ESTIMULANTES

DE  COLONIAS

NOMBRE O
SINONIMOS

LOCALIZACION DEL
GEN Y ORIGEN
CELULAR

EFECTOS BIOLOGICOS

{CTOR ESTIMULANTE DE
JLONIAS
ANULOCITICAS.

CSF

ig1-2)

SF-p

CROMOSOMA 17
MACROFAGOS

CELULAS ENDOTELIALES
FIBROBLASTOS

ESTIMULA LA FORMACION DE
COLONIAS GRANULOCITICA IN
VITRO.

ACTUA CON LA IL-3,CSF-GM Y CSF-M
PARA ESTIMULAR LA FORMACION
DE MEGACARIOCITOS,
GRANULOCITOS Y MONOCITOS.
ESTIMULA LA PROUFERACION Y
MADURACION DE CELULAS
MALIGNAS.

ESTIMULA [N VIVO LA PRODUCCION
DE NEUTROFILOS.

ACTOR ESTIMULANTE DE
JLOCNIAS
RANULOCITOS/MACROFAG
S.
iM-CSF)
‘5F-0)

CROMOSOMA 5
LINFOCITOS T

CELULAS ENDOTELIALES
FIBROBLASTOS

ESTIMULACION DE COLONIAS
GRANULOCITICAS-MONOCITICAS IN
VITRO.

ACTUA SINERGISTICAMENTE CON
OTROS FACTORES PARA ESTIMULAR
LOS MEGACARIOCITOS GELULAS
BLASTOIDEAS Y COLONIAS BFU-E IN
VITRO.

ACTIVACION FAGOCITICA Y
CITOTOXICA EN LOS NEUTROFILOS
MADUROS.

INCREMENTA LA ADHESION DE LAS
CELULAS MADURAS EN LOS
NEUTROFILOS.

INHIBE LA MOVILIDAD DE LOS
NEUTROFILOS MADUROS.

\CTOR ESTIMULANTE DE
OLONIAS-1,

CROMOSOMA 5
MACROFAGOS

ESTIMULA LA FORMACION DE
COLONIAS DE MACROFAGOS IN
VITRO.
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NOMBRE O
SINONIMOS

LOCALIZACION DEL
GEN Y ORIGEN
CELULAR

EFECTOS BIOLOGICOS

SF-1)
HCSF)

CELULAS ENDOTELIALES
FIBROBLASTOS

ACTUA SINERGISTICAMENTE CON
OTROS FACTORES DE CRECIMIENTO
EN LA FORMACION DE COLONIAS IN
VITRO.

MANTIENE LA SUPERVIVENCIA DE
MACROFAGOS DIFERENCIADOS IN
VITRO.

INDUCE LA FAGOCITOSIS Y FUNCION
SECRETORA EN MONOCITOS Y
MACROFAGOS.

ACTOR ESTIMULANTE DE
OLONIAS DE MULTILINEAS.
Adti-CSF)

L3)

3AF)

CROMOSOMA §
LNFOCITOS T

ESTIMULA LA FORMACION DE CFU-
GEMM IN VITRO.

ACTUA° CON LA EPO PARA
ESTIMULAR LA FORMACION DE
COLONIAS DE BFU-E Y CON CSF
PARA ESTIMULAR A CELULAS HPP,

INDUCE CFU-8 Y BLASTOS
LEUCEMICOS DENTRO DEL CICLO
CELULAR.

RITROPOYETINA (EPO}.

CROMOSOMA 7

CELULAS INTERSTICIALES
RENALES.

ESTIMULA LA FORMACICN DE
COLONIAS ERITROIDES (CFU-E) IN
VITRO.

ACTUA SINERGISTICAMENTE CON
1L-3 PARA ESTIMULAR LA
FORMACION DE BFU-E IN VITRO.

ESTIMULA LA ERITROPOYESIS IN
VIVO EN ANIMALES Y HUMANOS.

CONTROLA EL FEEDBACK DE LA
ERITROPOYESIS.

ACTOR STEEL
*ACTOR STEM CELL)
JGANDO C-KIT)

CROMOSOMA 12
UBIcUQ

FAVORECE EL CRECIMIENTO
CLONAL DE CFU-GEMM, BFU-E, Y
CELULAS PRE-B, CUANDO SE
COMBINA CON FACTORES DE
CRECIMIENTO COMO IL-3, EPO, O IL-7
ACTUAN DIRECTAMENTE;
INCREMENTA EL CRECIMIENTO DE
CELULAS MAST.

‘ACTOR INHIBIDOR DE
EUCEMIAS

CROMOSOMA 22
MONOCITOS

ESTIMULA LA RESORCION DEL
HUESO FAVORECIENDO EL
CRECIMIENTO DE MEGACARIQCITOS
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NOMBRE O LOCALIZACION DEL EFECTOS BIOLOGICOS
SINONIMOS GEN Y ORIGEN
CELULAR
(LIF) MONONUCLEARES INVIVO Y AUI\gENTANDO LA
CELY MALE: PROUIFERACION DE CELULAS
ELULAS ESTRO S PROGENITORAS HUMANAS
MULTIPOTENTES. |
X « NDUCE LA DIFERENGIACION DE |
CELULAS LEUCEMICAS MURINAS Y
HUMANAS E INHIBE LA
DIFERENCIACION DE CELULAS DE
CARCINOMA EMBRIONARIO.
FACTOR DE NECROSIS|CROMOSOMA 6 « INDUCE LA EXPRESION DE GM-CSF,
TUMORAL-c MACROFAGOS G—CESF. IL-6 E IL-1 EN FIBROBLASTOS
Y CELULAS ENDOTEUALES; INDUCE
TNF-a CELULAS B LA UBERACION DE GM-CSF Y M-CSF
CELULAS NK IN VIVO, E INHIBE DE LA REPLIGA-
CION DE CIERTOS VIRUS SINERGIS-
TICAMENTE CON INTERFERONES;
ESTIMULA LA PRODUCCION DE
PROSTANGLANDINA E EN
FIBROBLASTOS Y NEUTROFILOS.
« INHIBE EL CRECIMIENTC DE
CELULAS PROGENITORAS HEMATO-
POYETICAS, LINFOCITOS Y CIERTAS
LINEAS DE CELULAS LEUCEMICAS.
e« AUMENTA LA CITOTOXICIDAD DE
EOSINOFILOS ¥ MACROFAGOS EN
PARASITOS Y CELULAS TUMORALES,
TABLA 3.2. INTERLEUCINAS QUE INTERACTUAN DURANTE
HEMATOPQYESIS.*>*1==
INTERLEUCINA | LOCALIZACION DEL GEN EFECTO BIOLOGICO
(IL) Y ORIGEN CELULAR
IL-1 CROMOSOMA 2 » AUMENTA LA ACTIVACION DE
MONOCITOS CELULAS T Y SINTESIS DE IL-2.
MACROFAGOS +« FACTOR é‘?’E CRECIMIENTO
HEMATOPOYETICO TEMPRANO YA
CELULAS ENDOTELIALES QUE  SINERGIZA  GCON  iL-3
QUERATINOCITOS. ESTIMULANDO LA PROLIFERACION
. DE  CELULAS PROGENITORAS
PRIMITIVAS.
e INDUCE LA EXPRESION DE GM-CSF,
G-CSF, IL6 E IL-1 EN CELULAS
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INTERLEUCINA | LOCALIZACION DEL GEN EFECTO BIOLOGICO
(IL) Y ORIGEN CELULAR
ESTROMALES.
SINTESIS DE FIBROBLASTOS.
iL-2 CROMOSOMA 4 ES EL FACTOR DE CRECIMIENTO DE
. ACTIVACION DE CELULAS T CELULASTY BY DE NK.
INDUCE LA EXPRESION DE IL-1 EN
MONOCITOS Y MACROFAGOS.
INCREMENTA LA CITOTOXICIDAD DE
CELULAS T.
i3 CROMOSOMA 5 FACTOR DE CRECIMIENTO
ACTIVACION DE LINFOCITOS T Y B. MULTIPOTENCIAL
HEMATOPOYETICO.
L4 CROMOSOMA 5 FACTOR DE CRECIMIENTO DE
ACTIVACION DE CELULAS T Y| CELULAS MASTOIDEAS,
ALGUNAS CELULAS MALIGNAS. FACTOR DE ACTIVACION DE
CELULASTYB.
L5 CROMOSOMA 5 INDUCE tA DIFERENCIACION OE
CELULAS T CELULAS T, B Y LOS EOSINOFILOS.
IL-6 CROMOSOMA 7 INDUCE AL FACTOR  DE
MONOCITOS DIFERENCIACION DE CELULAS B.
FIBROBLASTOS SINERGIZA CON It-3 EN LA
ESTIMULACION DEL CRECIMIENTO
DE CFU-GEMM, CON M-CSF, Y CON
GM-CSF.
SINERGIZA CON IL4 INDUCIENDO
CELULAS TY CELULAS
PROGENITORAS
MULTIPOTENCIALES.
IL-7 CROMOSOMA 8 COESTIMULA CELULAST,
CELULAS ESTROMALES INDUCE LA SECRECION DE
CITOCINAS POR MONOCITOS Y
MACROFAGOS.
INDUCE EL CRECIMIENTO CLONAL
DE CELULAS PRE-8
L8 CROMOSOMA 4 INDUCE LA QUIMIOTAXIS DE
CELULAS ESTROMALES NEUTROFILOS.
MACROFAGOS
CELULAS T
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INTERLEUCINA | LOCALIZACION DEL GEN EFECTO BIOLOGICO

(iL) Y ORIGEN CELULAR
L-10 CROMOSOMA 1 « INDUCE LA PROLIFERACION DE
LINFOCITOS B Y CELULAS MAST.
CELULAST

« INHIBE LA PRODUCCION DE
MACROFAGOS CITOCINAS POR MONOCITOS.

+ INHIBE LA PROLFERACION DE
LINFOCITOS T Y LA PRODUCCION
DE L2 E INHIBE A IL5 POR
SECRECION DE ANTICUERPOS,

« SINERGIZA CON TGF$ E IL-4 PARA

INHIBIR LA  CITOTOXCIDAD DE
MACROFAGOS.

IL-11 HIGADO O RINON » CELULAS T, B, CFU-GEMM,
MACROFAGOS.

3.1.1. RECEPTORES:

Los factores de crecimiento hematopoyético como mediadores
quimicos, requieren de receptores de supeificie en células blanco para
expresar su actividad. Algunos de los receptores para estas sustancias
pueden existir en dos formas moleculares: una integrada a la
membrana celular, y ofra en forma soluble y circulante, actuando,
quizas, como mecanismo regulador de la concentracién de sustancia
activa %,

Cualquiera que sea su forma de presentacion, todas las citocinas
actgan en las células hematopoyéticas a través de la interaccion
directa con receptores especificos ubicados en la superficie celular.
Dichos receptores son proteinas transmembranales con un dominio
extracelular (que interacciona con la citocina o ligando), una porcion
que atraviesa la bicapa lipidica y, un dominic citoplasmatico. Este
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ultimo esta involucrado en la transduccion de sefiales, las cuales se
inician en el momento de la interaccidon entre el receptor y su ligando.
Posteriormente dichas sefiales, pasan por una cascada de
intermediarios moleculares (proteinas citoplasmicas) a través de
mecanismos de fosforilacién y defosforilacién. Finalmente, las sefiales
llegan al interior del nicleo celular, donde interaccionan con factores
de transcripcion, los cuales se encargan de encender y/o apagar la
expresion de genes especificos. Es importante mencionar que algunos
de los receptores de citocinas (como los receptores de M-CSF, EPO y
factor Steel), algunas de las proteinas citoplasmicas involucradas en la
transduccién de sefiales (como Ras y Src), asi como algunos factores
de transcripcién (como Myc, Fos y Jun ) son proto-oncogenes, es decir,
genes involucrados en la proliferacion y/o diferenciacién celutar, los
cuales al ser alterados en su secuencia nucleotidica, localizacion
cromosémica nimero de copias en el genoma, pueden causar la

transformacién neoplasica de células hematopoyéticas 221,

Se han descrito diferentes clases de receptores de superficie.
Una primera clase de receptores carente de actividad de tirocina-
cinasa y que tiene caracteristicas estructurales representadas en el
dominio extracelular. Una segunda familia de receptores que posee
actividad de tirosina-cinasa en el dominio citoplasmatico. Y por ultimo
se incluye a una familia de receptores similares a la superfamilia de las
inmunoglobulinas ">?°'. Los estudios estructurales de los receptores de
tos CSF, se inician con los trabajos realizados por Sherr en 1985, en
jos cuales se demuestra que e! proto-oncogen ¢-fms es expresado en
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células de la estirpe monocito-macroéfago, yque comparte una estrecha
homologia con su contraparte oncogénica, el v-fms, que posee una
actividad tirocina-cinasa. De esta manera, se describe por primera vez
al receptor para el M-CSF, el cual comparte caracteristicas
estructurales con el receptor para el PDGF(factor de crecimiento
derivado de plaquetas) y el receptor para c-kit, cuyo ligando es el factor
de células progenitoras pluripotentes (SCF por sus siglas en inglés

stem cell factor).

Los receptores para G-CSF, GM-CSF e IL-3 presentan una
estructura diferente a las del receptor para M-CSF, Estos se distinguen
por poseer una regidbn N-terminal bastante conservada de
aproximadamente 210 aminoacidos (aa) de extensién en la cual
predominan dos juegos de cisteinas, formando un asa en el sitio
receptor de la hormona de crecimiento, asi como una secuencia
conservada triptofano-serina-X-triptofano-serina cerca de ta parte
intramembranal. Aunque el dominio extracelular estd altamente
conservado en estos receptores, no ocurre as{ con el dominio
intracitoplasmatico, el cual varia en su extensién desde los muy cortos
( 54aa para el receptor del G-CSF ) hasta los muy extensos ( 568 aa
para el receptor de IL-4). Esta nueva familia de receptores de las
citocinas, incluye a los receptores de las IL-2 (cadenas p), 3.4,56,y 7,
la eritropoyetina, la hormona de crecimiento, la prolactina, y el

proto-oncogen recientemente descrito c-mpl.
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Inicialmente, estudios experimentales de entrecruzamiento
quimico demostraron que los receptores de los CSFs eran de alta
afinidad (Kda = 10-100 pM). Sin embargo, recientemente ha sido
demostrado que estas célutas también expresan receptores de baja
afinidad (Kda = 1-10 nM). Inclusive, se han dado evidencias de que la
tasa de disociacion para ambos receptores es la misma, existiendo una
heterogeneidad en [a expresibn de éstos sobre las células

mieloides'?2%'.

De particular interés, es la interconvertilidad observada en estos
receptores, provocando que los receptores, de baja afinidad puedan
unirse a una subunidad intramembranal, transformandose en
receptores de alta afinidad. Actualmente, han sido clonados los
receptores de alta afinidad para los factores IL-2, IL-3, IL-5, IL-6 y GM-
CSF, los cuales estan compuestos de dos subunidades. a y B, la
primera encargada de la unién del ligando y la segunda posiblemente

involucrada en la transduccién de la sefial biolégica'?.

La elevada homologia cbservada en la parte N-terminal de estos
receptores ha sido postulada como una posible explicacion parcial del
traslapamiento en la actividad bioldgica observada en algunos factores.
Los resultados obtenidos en la clonacién de los receptores de esta
superfamilia han confirmado en parte este supuesto; ahora se sabe
que los receptores para GM-CSF, IL-3, e IL-5 poseen la misma
subunidad § por lo cual puede ocurrir un entrecruzamiento a nivel del

receptor'?2%",
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Las interleucinas también interaccionan con receptores de
membrana especificos, sobre sus células “diana”. Se tiene por
ejemplo, dos formas estructuraimente distintas de ItL-1 (IL-1c, e IL-1-8),
que muestran las mismas propiedades biologicas y se enlazan al
mismo receptor. Experimentos de entrecruzamiento identifican al
receptor de IL-1 como una glicoproteina de 80 KDa, la cual se expresa
en una variedad de tipos celuiares. y es reconocida por ambas formas
estructurales. Ademas de este receptor, es probable que exista otro
pero con una menor afinidad . Ei DNA complementado (DNAc) para el
receptor de IL-1 en el ratén ha sido molecularmente clonado, y el
numero de receptores (sitios/célula) es de aproximadamente de O a

30,000.

Gracias al desamollo de la ingenieria genética en la clonacion de
ILs y CSFs; ademas, del desarrolio de la biologia molecutar; ha sido
posible caracterizar los receptores para IL-4, IL-2, IL-5, IL-6, etc.
conociendo sus propiedades fisico-quimicas, estructura molecular,
tipos de enlace (afinidad, kD constante de disociacion), su sitio(s) de
expresion, y ain mas ha sido posible clonar algunos receptores de
ILs: (IL-6, IL-2 ( de la linea de células Nk humanas), IL4 (ratén), etc.).

Los receptores de las citocinas pueden ser agrupados dentro de
un namero de familia de acuerdo a las homologias estructurales, asi
por ejemplo, las ILs 3,456 y la cadena B de IL-2 pertenecen a la
superfamilia de receptores para citocinas. En cambio, que el receptor

para IL-1 no pertenece a la gran superfamilia, sino a la superfamilia de

las inmunoglobulinas '¥-2**
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3.1.2. FACTORES DE CRECIMIENTO QUE ACTUAN
SOBRE UNA LINEA ESPECIFICA.

Factor estimulante de colonias granulociticas (G-CSF)

El G-CSF se definié primeramente como un factor el cual tiene Ia
capacidad tanto de estimular colonias de granulocitos normales y la de
inducir la maduracion de lineas celulares leucémicas. Este ha sido
purificado del pulmén de ratén y tiene un peso molecular de 25,000
daltons. El G-CSF humano tiene un peso molecular similar y reaccién
cruzada con ambas células murina y humana. EI DNAc (DNA
complementario) se ha clonado en ambos. EI DNA humano codifica un
polipéptido de 30 aminoacidos. Estas proteinas estimulan
primordialmente la produccién de colonias granulociticas; el G-CSF
actua sinérgicamente con la IL-3 para desarroliar colonias blasticas in
vitro; y asi mismo juntos estimulan la formacion de colonias
megacariociticas. EI G-CSF también afecta a progenies diferenciadas.
Los receptores de G-CSF se han encontrado en neutréfilos humanos y
en lineas celulares leucémicas y lineas de células promonociticas. El
~ receptor de G-CSF ha sido clonado y caracterizado como un miembro
de 1a superfamilia de los receptores de citocina.

El G-CSF también estimula la proliferacion y aumenta ia
diferenciacién de progenitores blasticos de leucemia mieldégena; no
obstante el efecto de G-CSF sobre células maduras es limitado a ios
neutréfilos, y no hay un aparente efecto sobre eosinofilos o monocitos®’
. EL G-CSF es activo in vivo en primates, hamsters, y humanos. E£n la
tabla 2 se resume su bioactividad.
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Cuando se administra a humanos éste induce a leucocitosis
neutrofilica. Ademas se ha observado que ejerce un grado de
estimulacion sinérgica en células progenitoras multilineales, la mayor

parte de la actividad cuantificable es realmente especifica para la linea

neutrofilica 41:73127.201_

Factor estimulante de colonias de monocitos (M-CSF)

El factor estimulante de monocitos (M-CSF) o CSF-1 es un factor
de crecimiento mononuclear fagocitico, que se ha purificado tanto de
fuentes humanas (orina), como murinas (células L)*'. El CSF-1
urinario es un pesado hemodimero glicosilado con una masa molecular
de 45,000 daltons mientras que el material purificado de células L de
medios de cultivo condicionados es una glicoproteina de 70C,000
daltons #°. Los genes de ambos CSF-1 han sido clonados y
expresados in vitro . El gen humano de M-CSF es un (nico gen que se
encuentra en el brazo corto del cromosoma 5 humano 8'-13%137.228

El CSF-1 actiia sobre la poblacién de células progenitoras con una
alta predileccion por macréfagos maduros, aunque en el periodo de
cultivo puede dar alguna produccién de granulocitos **. EI CSF-1 se
adhiere a macréfagos maduros y es internalizado y degradado.

Altos niveles de CSF- 1 estimula la sintesis de proteinas, la
divisién celular y varias funciones de los macréfagos incluyendo
actividad anti-tumor, secrecién de productos de reduccién de oxigeno,
y es un activador del plasminégeno. EI CSF-1 también induce la

produccién de {IL-1), de macrdéfagos. Los productos de c-fms proto-
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oncogen es el receptor de CSF-1 y esta presente en el brazo largo del

cromosoma 5 81:201.228

El receptor es una tirosin cinasa la cual se
autofosforila; el numero de receptores se incrementa con la
diferenciacion y pueden ser inducidos por ofros factores de

crecimiento.
Eritropoyetina (EPO)

La EPO es una glucoproteina de bajo peso molecular de 34,000
daltons®. ‘Los primeros estudios realizados a la eritropoyetina fueron
hechos por Carnot y Deflandre en 1906, los cuales inyectaron suero de
un conejo anémico a un conejo normal, y observaron posteriormente
que hubo un aumento en los niveles de los eritrocitos, lo cual hizo
suponer que el animal anémico contenia una sustancia (hemopoyetina)
que aumentaba la eritropoyesis. Posteriormente en 1948, Bonsdorff y
Jalavisto centraron su atencion en la aclividad estimuladora de la

eritropoyesis del factor humoral, al que flamaron eritropoyetina'?*'*,

La eritropoyetina se expresa suficientemente por células hepaticas
en el feto, y especificamente en los rifiones en la vida adulta **'. La
EPO principalmente se produce en rifién, y quiza su formacién esta a
cargo de las células del glomérulo, ya que, hasta ahora no se ha
definido bien el sitio exacto y tipo de células que producen ésta
hormena.

También se ha considerado al higado productor principal de EPO
en murinos y en marniferos (carnero). La inducciéon de EPO es debida

a la reduccion de oxigenacién tisular principalmente ®131292%3
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La erntropoyetina estimula el crecimiento y diferenciacion de
células progenitoras eritroides BFU-E y CFU-E, estimula la
profiferacion y sintesis de RNA en células progenitoras eritroides
reconocibles morfolégicamente. Asi mismo, se ha reportado que la
EPO estimufa a varios niveles de megacariocitopoyesis in vittro y
produccion plaquetaria en animales de experimentacién, aunque en
realidad se desconoce su importancia fisiolégica. Sin embargo, in vivo
aparentemente no tiene una actividad trombocitopoyetica. La EPO
recombinante humana, no ha mostrado efectos consistentes en el
conteo plaquetario®™'. La EPO recombinante ha mostrado su efecto en
el manejo de la anemia asociada a falla renal, asi como, en infantes
con deficiencias nutricionales extremas, previniendo o corrigiendo en
parte la hematopoyesis inadecuada?. Los receptores de EPO parecen
estar mayormente expresados por células comisionadas para
eritropoyesis, aunque también el receptor esta expresado en cierto
grado en células madre embrionarias y células endoteliales y en lineas
celulares que responden a IL-3 que carecen de caracteristica eritroide
(pero pueden tener potencial eritroide), asi como en megacariocitos de
roedores. Los receptores de murino y humanos han sido clonados y
caracterizados®®'. Los receptores de EPO pertenecen a la superfamitia
de receptores de factores de crecimiento carentes de una tirosin cinasa

u otro campo catalitico, por consiguiente éstos receptores requieren del
auxilio de un cofactor proteinico relacionado a la membrana integral
para formar un receptor altamente funcional. En uniéon a EPO los
receptores traducen sedfiales que resultan en un nivel temprano de
calcio intracelular libre y fosforilacion proteinica citosdlica. La activacién
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del proto-oncogel raf-1 es inducida por EPO; la cual es necesaria para
la transduccidn de sefiales a través de una variedad de receptores de
factores de crecimiento hematopoyético, y de esta manera acttia como
un mediador esencial de la respuesta final de EPO%".

interleucina-5

La interleucina-5 (IL-5) es un factor producido por linfocitos T,
coinduce la secrecién de inmunoglobulina, estimula la produccién y
diferenciacion de eosinéfilos selectivamente tanto in vitro como in vivo
3585201 Asi mismo induce la diferenciacion de linfocitos Ty B ©.

El gen de H-5 conjuntamente con IL4, IL-3, GM-CSF, y proto-
oncogel ¢c-fms (los receptores para M-CSF), estan localizados en el
brazo largo del cromosoma 5.

El receptor para IL-5 se encuentra expresado principalmente en

d'?. Las formas

celulas B y eosinofiios con formas de alta y baja afinida
solubles del receptor de la IL-5 han sido clonadas y caracterizadas y
comparten una subunidad comun B con los receptores GM-CSF e IL-3,
lo cual hace que haya un fendmeno de competencia cruzada entre GM-
CSF, IL-5 e IL-3 por receptores de superficie sobre el tipo de células

seleccionadas?®®',
interleucina-7

La actividad bioldgica de los 17 kDa de la molécula de IL-7 esta
sobre células linfoides. También se ha reportado que induce la
secrecion de citocinas por monocitos de sangre periférica, pero este
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efecto puede ser mediado por otros factores inducidos por IL- 7 en
células linfoides. El gen humano de la IL-7 produce enlaces a una
molécula receptora, un miembro de 1a superfamilia de receptores de
citocina y estimula el cambio de fosfoinositide y fosforilacion de

tirosina®™".
Interfeucina-2

La bioactividad de IL-2 se observa en la tabla 3.2; es una proteina
de 24 Kdaltons es producida mayormente por células linfoides en
crecimiento y diferenciacién, aunque también induce la expresién de
IL-1 y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-«) en fagocitos
mononucleares. También se ha encontrado que la IL-2 esta
involucrada en una etapa limitada de la mielopoyesis temprana,
cuando las células comienzan a diferenciarse hacia la serie
monocitica. Promueve la proliferacion de precursores macrofagicos en
el ratén, de blastos de pacientes con leucemia mieloide aguda,
principalmente en los tipos M4 ( leucemia mielomonocitica) y M5
(leucemia monocitica) correspondientes a la clasificacion de la FAB
(Franco-Americana-Britanica), y de células leucémicas de ratén
(WEHI3BD-)'?.

La IL-2 se une a un receptor heterodimérico con subunidades de
75 y 55 Kda , expresados por linfocitos T, céiulas Natural Killer (NK) ,
células B, macréfagos y polimorfonucleares (PM) y traduce sefiales
una minima paite a través de la activacién de la tirosina especifica y

cinasa dependiente de calmodulina
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antigeno aumenta su profiferacién y diferenciacién e interactia con
células citotoxicas 177,

Los receptores de IL-2, cadenas a- y B- han sido clonados y cada
uno muestra enlaces de baja afinidad con IL-2. Sin embargo, fa co-
expresién de ambas cadenas lleva a la formacién de receptores de
alta-afinidad a IL-2. La seiializacion se piensa que ocurre a través de

las cadenas g "7,

3.1.3. FACTORES MULTILINAGE.
Interleucina-3

La Intereucina-3, (multiinage-CSF); (ver tabla 3.2) es un factor
producido por activacion de linfocitos T y células NK . Estimula
células hematopoyéticas de todas las estirpes por lo que también ha
sido llamada hemopoyetina panespecifica®™. Su mayor actividad in vitro
de la IL-3 humana es el mantenimiento del desarrollo de colonias
mixtas (CFU-Mix) mieloides/eritroides, neutréfilos, eosindfilos,
basofilos, macréfagos y células mast. A bajas concentraciones es
capaz de estimular la proliferacién y la diferenciacién de las células de
la estirpe macréfago-granulocito; sin embargo, si se utiliza a
concentraciones mas elevadas favorece el crecimiento de progenitores
de eritrocitos, megacariocitos, células cebadas y baséfilos. IL-3
estimula la funcién de los macréfagos y la funcién de los eosindfilos

maduros, causa liberacion de histamina de baséfilos 87
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Asi mismo, la IL-3 interactia con eritropoyetina para estimular la
celula madre eritroide primitiva y con CSF-1 para estimular la
proliferacion de  células formadoras de colonias de potencial
altamente proliferativo (HPP-CFC ), y al parecer soportar la formacion
de células blasticas multilinage primitivas in vitro, asi como favorece el
crecimiento de células leucémicas de pacientes con leucemia mieloide
aguda (LMA). No obstante, el amplio espectro de actividades
biologicas observadas in vitro no se correlacionan con las observadas
in vivo. El anafisis de los recuentos leucocitarios en paciente con LMA,
a los que se les ha inoculado IL-3 recombinante humana, muestra que
los principales incrementos se dan en la serie macrofagica y
granulocitica, sin afectar a otros progenitores mieloides. Aun no queda
claro si este efecto es debido a la concentracién administrada o a la
forma de su inoculacién #.

Es idéntico al “factor activador de células madre” e! cual induce a

CFU-S en el ciclo celular'®?%,

Los efectos bioldgicos de IL-3 se efectia a través de recepiores
especificos de alta afinidad, compuestos de una subunidad o de 378 -
aminodacidos (IL-3Ra) y una subunidad B comtin a los receptores de
alta-afinidad para IL-3, GM-CSF y IL-5; los cuales se encuentran en
fagocitos mononucleares maduros, eosinéfilos, células mast y baséfilos
61187 La IL-3 puede traducir sefiales de éstos receptores a través de

proteinas G en la via inositol-fosfato via segundo mensajero %%
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La IL-3 y GM-CSF ambos tienen receptores de alta afinidad en la
superficie de eosindfilos humanos y éstas uniones son mutuamente
inhibidas pero no por otras citocinas. El mecanismo preciso de ésta

inhibicion reciproca atn no se conoce *'%7,

La administracion de IL-3 a monos induce el incremento de dos a
tres veces el total de células blanco incluyendo aumentos en
neutréfilos, eosindfilos y baséfilos. Estudios en humanos han
mostrado una toxicidad relativamente baja®.

Factor estimulante de colonias granulocito-macrofago (GM-CSF)

El GM-CSF humano fue purificado de una linea humana de
células T leucémicas®"*® . La hormona humana purificada es una
glicoproteina con un peso molecular de 22,000 daltons. Et GM-CSF
primeramente se habia aislado de pulmenes murinos siendo su peso
molecular de 23,000 daltons. El DNA¢ codifica la proteina GM-CSF
humano fue molecularmente clonado por Wong y colaboradores y
subsecuentemente por otros, a partir de RNA obtenido de lineas de
células-T. El DNAc para GM-CSF humano contiene 432 nucleétidos
que codifican a 144 aminoacidos. La proteina madura tiene 127
residuos de aminoacidos.

El GM-CSF humano en un 60 % de aminoacidos es homoélogo al
GM-CSF murino; pero no hay reaclividad cruzada entre ambos GM-
CSFs, ya que el de origen humano no tiene actividad en ia médula
6sea del murino. E! gen humano que codifica para GM-CSF se localiza
en el cromosoma 5 con una region de control encontrada en el gen 5,
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el mismo sitio en donde se codifican otras hormonas hematopoyéticas

y sus receptores; mientras que el de murino esta localizado en el

cromosoma 1159228,

El GM-CSFr biosintético (recombinante) humano, es producido
usando vectbres de expresion apropiados en células de mamiferos, y
bacterias. E| GM-CSFr es una proteina glucosilada producida por una
cepa de Escherichia coli con las mismas caracteristicas fisicas y
biolégicas que el GM-CSF natural (endégeno) '®°. El GM-CSF es un
mensajero intercelular que ejerce su accién uniéndose a receptores
especificos en las membranas superficiales de las céluias blanco. Los
receptores de alta afinidad del GM-CSF (GMR) consiste en dos
subunidades ancladas transmembranalmente; un ligando enlaza a [a
subunidad o (tmGMRa) y una sefal se traduce en la subunidad B
(GMRp), ambas pertenecen a unha supetfamilia de receptores de
citoquina estructuralmente conservada. Los receptores se expresan en
un gran namero de células, incluyendo blastos de leucemias agudas de
la linea mieloide y linfoide''* ', EI GM-CSF estimula la produccion de
neutréfilos, monocitos/macréfagos y colonias de eosindfilos en cultivos
de gel semisdlido; también aumenta el crecimiento in vitro de
progenitores eritroides y en algunos sistemas aumenta los precursores

megacariocitos. EI GM-CSF tiene multiples acciones sobre la

maduracion final de la via granulo-moncitica. Estos incluyen
estipulacion de sintesis de membrana y nucleoproteinas en
granulocitos murinos, incrementando fa adhesion neutréfila y expresion

de adhesion de glicoproteinas de superficie, inhibicion de migracion de
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neutréfilos, estimula la actividad fagocitica y citotéxica contra las
bacterias, parasitos, levaduras y anticuerpos-cubierios de células
tumorales e incrementa la supervivencia de neutrofilos y eosinéfilos in
vitro; en la tabla 3.1 se resume la bioactividad del GM-CSF®'™,
Estudios in vivo han demostrado la eficacia de del GM-CSF para
" estimular los recuentos leucocitarios de granulocitos y macr6fagos sin
afectar otras células sanguineas, ha despertado especial interes en el
area clinica para su aplicacion, sobre todo en pacientes

granulocitopénicos o con enfermedades congénitas de los granulocitos
127,189

Interleucina -11

La molécula de iL-11 tiene 199 aminoacidos parecida a 1a 1L-6, se
origina en células estromales, estimula el crecimiento celular del
plasmacitoma, ademas tiene otras actividades que incluyen la
induccion de la diferenciacion de linfocitos B (una actividad
dependiente de linfocitos T), tiene actividad sinérgica con IL-4 en el
crecimiento de colonias multilinage (y actividad compartida con G-CSF
e IL-6), e induccién de la formacién de colonias megacariociticas en
colaboracion con IL-3 72,

3.1.4. FACTORES SINERGISTICOS
interleucina-6

La [L-6 es producida principaimente por monocitos y
fibroblastos® ¥ Su actividad biologica es la de aumentar fa secrecién
de las inmunoglobulinas, el crecimiento de células plasmaticas de
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mieloma, e induce la diferenciacion de linfoctos B y estimula
directamente la proliferacion y diferenciacion de macréfagos
granulocitos y progenitores megacariocitos. La [IL-6 actia
sinergisticamente con IL-3 para maniener la proliferacion de
progenitores multipotentes (CFU-GEMM) murinos, y al crecimiento de
colonias CFU-Meg , promueve la maduracibn de megacariocitos in
vitro y estimula la produccion de plaquetas in vivo; con M-CSF en el
crecimiento de colonias de macréfagos y con GM-CSF induce ef
crecimiento de colonias de granulocitos; sinergiza con IL4 en la
induccién y proliferacion de células T; sinergisa con IL-2 e IL-1 en fa
induccion de crecimiento de células T, co-induce la citotoxicidad de
células T y estimula el crecimiento del plasmacitoma; induce sintesis

de proteina en fase aguda en hepatocitos 7106132172201

El gen de IL-6 es expresado por células heterogénicas y es
inducida por una variedad de factores, incluyendo la IL-1, TNF-a, vy
TNF-B, mitégenos y endotoxinas. La cadena a del receptor de IL-6 es

codificado por un gen localizado en et cromosoma 1.

Hasta ahora no se ha demostrado el efecto directo de ia IL-6

recombinante humana en la proliferacibn de cualquier célula

hematopoyética humana,( sin embargo, funciona sinergisticamente con

muchos factores de crecimiento hematopoyético actuando

directamente %1,
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Factor Steel

El factor Steel también conocido como factor de células madre
(Stem Cell Factor SCF), ligando c-kit, y factor de crecimiento de células
mast; es una proteina glicosilada pesada que existe por lo menos dos
formas en la membrana integral y dos formas solubles. Las formas
solubles resultan de la divisién proteolitica de las formas de la
membrana integral.

El factor Steel se localiza en el cromosoma 12q, la forma enlazada
a la membrana tiene un peso molecular de 46 Kd, y la forma soluble de
30 Kd %73201,

Al parecer el ligando c-kit puede explicar los modelos murinos
WMW y SL/SL? que presentan anemia macrocitica, defectos menores
en plaquetas, y en la produccion de células sanguineas blancas,
esterilidad y defectos en el color del ratén, que aparecen como
resultado de defectos en el receptor c-kit tirosin cinasa. Los animales
SL/SL? tienen el mismo fenotipo que los animales W/ pero tienen

un defecto en el estroma medular ™2'4%2%,

Et! ligando c-kit se encuentra normaimente en la membrana de las
células estromales de ratén y rata, ademas, en forma soluble. La forma
de factor Steel de membrana puede ser de mayor importancia para el
mantenimiento del estady-state de la hematopoyesis mas que la forma
soluble.
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La forma de factor Steel enlazado a la membrana integral esta
ausente en las membranas estromales de animales SL/SL®. Solo
células estromales W/W Y sin células madre pueden curar animales
SL/SLY y administrando c-kit ligando a animales SL/SLY disminuye
parcialmente en forma reversible las anormalidades hematoldgicas.

" Células madre de animales SL/SL® curan a animales WW' . Este

modelo parece ser explicado por una proteina de membrana
especifica, c-kit ligando, y un receptor para el c-kit ligando para los
cuales su interaccién requiere de un soporte de células estromales que

alimentan a células madre primitivas ™.

El dominio citoplasmatico receptor del c-kit ligando ¢ factor stell es
una proteina de la membrana integral codificada por el protooncogen
c-kit que funciona como una tirosin cinasa 2°'. Esto conceptualmente
soporta un modelo de control local de células madre de médula por el

estroma’™.

Su actividad biolégica hematopoyética no esta completamente
definida, no obstante, esta claro que no puede por si mismo inducir el
crecimiento clonal de células progenitoras comisionadas. Sin embargo,
este mejora substancialmente el numero y tamaiio de las colonias que
se desarrollan in vitro cuando se anade a los cultivos IL-3, IL-7, 0
EPQ?23291.214 | 5 administracién diaria in vivo de SCFr ademas de GM-
CSF da como resultado un incremento sinergistico de neutréfilos en
médula ésea (ratén), pero no tan notable como el incremento

sinergistico de neutréfilos circulantes que se observa con SCF mas G-

CSF (hiperplasia mieioide) después de 4 dias de tratamiento en
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comparacion en lo observado con ambos factores solos. Esta
observacion provee un valor clinico en la terapéutica de neutropenia
en pacientes mielosuprimidos 2.

Factor inhibidor de leucemias (LIF)

Gearing ,et al. identificé otra citocina con habilidad para inducir la
diferenciacién de células leucémicas mieloides el cual se denomino
factor inhibidor de leucemias (LIF) '*.

El producto genético producido por la activacion de los monocitos
y células estromales de médula dsea humana es una glicoproteina con
una secuencia de aminoacidos idéntica en un 78% al LIF murino. La
actividad biolégica de! LIF humano y murino son simitares %',

LIF al parecer no tiene actividad en células progenitoras normales,
sin embargo, a pesar de la presencia de receptores celulares en lineas
celulares de macréfagos, LIF parece ser tan potente como IL-6 para
inducir la diferenciacién de la linea celular leucémica Mt. EI LIF
también esta involucrado en el metabolismo 6seo; al igual que IL-6, el
LIF puede inducir 1a expresién de proteinas en fase aguda por células
hepéticas. Otra de sus actividades es su habilidad para actuar sobre
células madre embriogénicas '%.
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Interleucina-4

Es un factor producido por un gen clonado a partir de linfocitos T y
que tiene su actividad fundamental como activador de la proliferacion

y diferenciacién de linfocitos B *°,

La IL4 es enlistada como un factor sinergistico ya que células
linfoides son mas sensibles a IL-4 cuando han sido estimuladas por
otros factores. Aunque tiene la capacidad para estimular el crecimiento
de células mast, células T y fibroblastos e induce la expresidn del gen
de M-CSF y G-CSF en monocitos humanos. También induce la
expresion de TNF-oc o bien actuar como un inhibidor de la
hematopoyesis en mezcla de células estromales de médula de
murino®’. La IL4 es un cofactor de miiltiples vias mieloides. Entre sus
maltiples actividades destaca la estimulacion de células cebadas con
eritropoyetina, en el desarrollo de las células eritroides y con G-CSF y
M-CSF para estimular el desarrollo de granulocitos y macréfagos,
respectivamente. Por otro lado, participa en la respuesta inmune
induciendo la expresion del antigeno en macréfagos y en macréfagos
cultivados induce actividad tumoricida. La IL-4 también estimula la
fusion de médula ésea y macréfagos alveolares para formar células

multinucleadas gigantes, las cuales son conocidas como células

gigantes de Langerham's. Ademds, disminuye la migracién de
macréfagos en cultivo de agar causando su agregacion, situacion que
precede a la fusién celular y promueve la diferenciacién y el desarrollo
de células pluripotentes. La adicion de IL-4 a cultivos de agar con

células de médula dsea produce la formacién de algunas colonias de

94




granulocitos, macréfagos y células blasticas, lo cual indica que puede

estimular su proliferacion'?.

La IL-4 humana, incrementa la hematopoyesis dependiente de
células estromales coestimuladas con factor Stem cell®,

3.1.5. FACTORES QUE ACTUAN INDIRECTAMENTE

Interleucina-1

Es un factor producido principalmente por monocitos y macréfagos
(mayor mediador de la respuesta inmune inflamatoria ). La IL-1 es
capaz de activar linfocitos T e induce la expresion de GM-CSF, G-CSF,
IL-6 e IL-1 en células estromales; induce la proliferacién y preactivacion
de linfocitos T, asi como la sintesis de proteinas en fase aguda,
promueve el paso transendotelial de los neutréfilos (induce el transito
de los granulocitos en el peritoneo ), y sinergiza con IL-3 estimulando la
~ proliferacion de célutas progenitoras hematopoyéticas primitivas,
estimula fa produccién de PGE (prostaglandina E) en fibroblastos,
monocitos y neutréfilos, modula la expresién de los receptores de EGF
(factor de crecimiento endotelial), induce el nimero de receptores de
IL-2 y su actividad de enlace, e induce la maduracién de células pre-B
69160201 También, es un excelente interactor encadenado con muchos
otros factores, induce a las células madre primitivas en el ciclo, juega
un papel en las dltimas etapas de la activacién de células T yB™.
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_reguladores mas especificos en

Factor de Necrosis Tumoral o

Conacido como TNF-o tiene una actividad citostatica o citolitica
contra numerosas lineas celulares y tumorales y ha podido ser
clonado. Se caracteriza por su capacidad para producir grandes

. necrosis hemorragicas en diversos tumores especialmente si se

inyecta intralesionalmente. Es producido fundamentalmente por

macréfagos 17

El gen del TNF-« localizado en el cromosoma 6 ; comparte con la
IL6 un gran namero de actividades biolégicas heterogéneas vy,
semejante a IL-1 su mayor funcién es la de inducir la expresion de

otros genes subordinados, los cuales, en turno funcionan como
la respuesta inmunoldgica y

hematol6gica de la inflamacién 24.190.201.202,

Aunque el TNF-a puede directamente inhibir el crecimiento de
las células progenitoras hematopoyéticas (HPC), la habilidad del TNF-
o para inducir la expresion de los genes de otros factores de
crecimiento puede anular esta aclividad inhibitoria al menos en la
granulopoyesis y linfopoyesis %°.

Asi mismo se ha encontrado que el TNF-a es capaz de estimular
fibroblastos, células endoteliales, y células de muisculo liso para

producir CSFs. Se ha mostrado que tanto TNF-« como IL-1 son

capaces de estimular las células del mesénquima para producir tanto

G-CSF como GM-CSF*'73,
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3.1.6. FACTORES INHIBIDORES

Como es el caso de muchos sistemas renovables, [a inhibicion de
la proliferacion de células hematopoyéticas puede estar controlada por
la limitacién en la produccién de factores mitogénicos o por factores
_ que inhiben el crecimiento celular mediante un fenomeno de frenado.
Algunos moduladores activos de ia hematopoyesis reducen la sintesis
de factores mitogénicos y, al mismo tiempo, inhiben directamente la
proliferacién de células hematopoyéticas. Miembros de la superfamilia
del factor de transformacién de crecimiento-p (TGF-B) son excelentes
ejemplos de tales factores inhibidores®".

Factor de Crecimiento de Transformacién-f

Se han encontrado cinco isoformas de TGF-§ en vertebrados,
desde TGF-B1 hasta TGF-5 y cada TGF esta localizado sobre
diferente cromosoma, y es expresado por miltiples tejidos y érganos,
aunque existan maltiples excepciones estos factores funcionan
considerablemente directa e indirectamente en la inhibicion del
crecimiento celular. Hasta la fecha cuatro receptores de alta-afinidad
se han identificado, uno de los cuales es un proteoglicanc®".

Las isoformas mas estudiadas son TGF-p1, 2 y 3 ejercen efectos
antiprofiferativos sobre muchos tipos de células, en parte por inhibicidén
de la fosforilacién de la proteina Rb, un evento requerido para la
progresién de la fase G, a la fase S del ciclo celular, e inhibe el
crecimiento de progenitores hematopoyéticos de todas las lineas en

ensayos clonales en cultivos de largo termino in vitro®'**.
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El TFG-B es una molécula reguladora con efecto proliferativo
sobre algunas células y efecto inhibitorio en otras. El TFG-B inhibe la

formacion de colonias de células spleen (bazo) de ratones normales. El

efecto es mas severo en células de ratén tratadas con

5-flucrouracilo®.

El TGF-p1 tiene efecto sobre tres estados de desarrollo de la
megacariocitopoyesis. En sistemas de cultivo de agar utilizando

médula 6sea murina, se ha encontrado que inhibe el crecimiento de

células formadoras de colonias megacariociticas altamente

proliferativas HPP-CFU-Mk dependientes de [L-1,3 y 6. También inhibe
las CFU-Mk, y precursores de megacariocitos comisionados
dependientes de IL-3 y 6. Su capacidad inhibitoria depende de las
concentraciones de este factor y de la combinacién de otros factores

de crecimiento involucrados. Este efecto inhibitorio provee un posible

mecanismo de lineaje especifico que modula la produccidon de

plaguetas®'

Hay dos caminos por los cuales el TGF inhibe la hematopoyesis:
(1) la proteina inhibe directamente la proliferacion de células
progenitoras, mediado en parte, por la inhibicién directa de la .
fosforilacion de 1a proteina Rb y adicionalmente por su capacidad de

reprimir la expresién de receptores de GM-CSF , G-CSF, e IL-3, (2)

TGF-pt interrumpe la capacidad inductiva de los factores (por

ejemplo IL-1 y TNF-a) que estimulén la expresion de factores de

por celulas accesorias, - incluyendo
TQT.ZOt

crecimiento hematopoyético
monocitos, fibroblastos, células endoteliales y linfocitos
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Inhibinas y activinas

Las inhibinas y activinas son proteinas diméricas de la
superfamilia TGF-3 y comparten una subunidad comiin. Activinas A y
B son homodimeros de péptidos de las cadenas 4 y Ps Y la activina A
B es el heterodimero. Las inhibinas A y B son heterodimeros de una
cadena a distinta y una de las dos cadenas de activina, estos factores
son producidos en muchos tejidos y afecta un gran nimero de
procesos Dbiologicos; incluyendo la proliferacion de ciertas lineas
celulares y promoviendo la diferenciacion eritroide in vitro?"'.

La compleja actividad hematopoyética de la activina A y la inhibina
A fueron identificadas por Broxmeyer y colegas quienes observaron
que la activina A recombinante humana incrementa el crecimiento
clonal de CFU-GEMM y BFU-E, pero no en CFU-GM, y que la inhibina
A bloquea el efecto de la activina. También observaron la depleccién
de monocitos y/o linfocitos T de médula abrogada in vitro. El
mecanismo como ocurte no es todavia claro, no se ha tenido estudios
in vivo pero se ha documentado que efectos similares ocurren en
animales intactos 2.

Interleucina-4

Este factor inhibe consistentemente la expresion de factores
inductivos de la granulocitopoyesis [L-1 e TNF-a por fagocitos
mononucleares, inhibe directamente ciertas respuestas proliferativas
inducidas por factores mitogénicos, e inhibe la liberacion de factores

mitogénicos en células expuestas a factores inductivos de relevancia
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bioldgica (ejemplo IL-1 ). Como es el caso con TGF-B, la IL-4 inhibe el
crecimiento clonal de monocitos y macrofagos cuando se adiciona a
cultivos clonales de células de médula humana. Sin embargo la IL-4 no
inhibe la formacion de colonias de neutréfilos, BFU-E, o CFU-E en

crecimiento in vitro.

A pesar de no tener claro el papel que juega en la modulacion de
la hematopoyesis es posible que este funcione como un freno in vivo
para la produccion de macréfagos y linfocitos, actuando mejor en

estos que, sobre megacariocitos y células eritroides®’.

Interleucina-10

Producida por una endotoxina inducida por monocitos y actividad
mitogénica de linfocitos T CD4+, exhibe actividades biologicas
heterogénicas. Aunque IL-10 es un factor de crecimiento de linfocitos B
y células mast, esta actividad inhibitoria hematopoyética es extensa. IL-
10 inhibe citocinas producidas por fagocitos mononucleares in vitro,
inhibe la proliferacion de células T y produccion de IL-2, suprime IL-5-
mediadora de la secrecién de inmunoglobulinas inducidas por
antigenos independientes de células T, y sinergiza con IL-4 y TGF-$
hasta inhibir la citotoxicidad de macrofagos activados. El papel que

juega la IL-10 en la hematopoyesis es atn incierto °'.

Prostaglandinas

Las prostaglandinas forman parte de la familia de los eicosanoidos
lipidos; son potentes reguladores de la hematopoyesis, y de la
respuesta inmune. La PGE; es liberada por macréfagos y es conocida
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su funcién tanto in vitro como in vivo como un supresor de la
mielopoyesis, principalmente de la monocitopoyesis. La administracion
de PGE: en ratones recuperados de una dosis mielosupresiva de
ciclofosfamida reduce la celularidad medular y el contenido de CFU-
GM en el bazo de raton tratado con IL-1. Los mecanismos por los
cuales la PGE; media este efecto inhibitorio es desconocido, pero, se
sugiere que la PGE; media la inhibicion de granulopoyesis requiriendo
de la participacion de un factor producido por linfocitos T CD8+ 14201,

Interferones

Tanto IFN-o como IFN-y indirectamente inhiben la hematopoyesis
in vitro por inducir la produccién de TNF-c. (es un inhibidor directo del
crecimiento de colonias, especialmente eritroides ) por las células
accesorias de estroma de médula 6sea y por inhibicion de la expresion

de la IL-1 ( e induce la expresion del gen del factor de crecimiento)
por fagocitos mononucleares®.

La capacidad del IFN-o para inhibir la granulopoyesis y la
eritropoyesis ha sido ampliamente validado in vivo debido a su uso
extenso del IFN-c en la practica clinica %',

Lactoferrina

Es una proteina enlazada a un metal, disminuyendo la produccidn
de monocitos de GM-CSF'49%8
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La lactoferrina inhibe la proliferacion de células progenitoras
hematopoyéticas tanio in vivo como in vitro de acuerdo a estudios
realizados por Broxmeyer y colaboradores. Al parecer la lactoferrina
inhibe la expresion del factor inductivo indirecto, IL-1 por monocitos

201

Ferritina

Diversos estudios han mostrado que la cadena pesada de la
ferritina (H-ferritin) inhibe el crecimiento de células progenitoras
normales. El efecto inhibitorio de H-ferritin ha sido investigado
utilizando un gran nimero de moléculas mutantes; demostrando que la
capacidad de suprimir la mielopoyesis esta correlacionada con su

actividad ferroxidasa (ferroxidasa convierte de Fe?* a Fe®*) 140201228

Factor de Necrosis Tumoral-o

El TNF-a inhibe el crecimiento de colonias granulocilicas pero
esfe efecto es anulado por la capacidad del TNF-a de inducir la
produccion de factores granulopoyéticos por células accesorias. El
TNF-a. también inhibe el crecimiento de células progenitoras eritroides
y la expresion del gen de la EPO; se ha demostrado que estos efectos
existen in vivo, los cuales pueden explicar la supresion de eritropoyesis

en enfermedades inflamatorias crénicas "%,

Estudios in vitro con células HPC CD34" dependientes de IL-3 han
demostrado que diversos mecanismos se llevan a cabo en la induccion
del TNF-«, con lo que se inhibe el desarrollo de granulocitos (1)
inhibicion de la proliferacién de células blasticas dirigidas a
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granulocitos y. (2) inhibicibn de Ila proliferacion de células
granulociticas comisionadas, efectos similares se han presentado en

progenitores eritroides®?®',

Hoy en dia, debido a su considerable actividad farmacolégica de
las citocinas, éstas pueden ser usadas como modificadores biolégicos
de la respuesta inmune y hematopoyética.

La biotecnologia permite que en la actualidad se produzcan
industrialmente citocinas mediante el cultivo en gran escala de:
a) lineas celulares productoras de una citocina particular, o b) Células
procaridticas o eucaridticas a las que se les ha insertado el gene para
alguna citocina.

Hasta ahora, las citocinas han sido empleadas'®®. primordialmente
para la terapia de enfermedades neoplasicas, demostrando que
pueden ser benéficas para un nimero limitado de canceres; sin
embargo, el potencial clinico de muchas citocinas empleadas
individualmente o en combinacién, apenas esta siendo explorado en

algunas enfermedades de etiologia infecciosa o autoinmune 7137-162.189
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CAPITULO 4

REGULACION DE LA HEMATOPOYESIS

Los estados de divisibn, maduracién y diferenciacion estan
regulados por mecanismos homeostaticos complejos, basados en
substancias o factores estimulantes e inhibidores, los cuales controlan
la supervivencia y el destino de las diferentes clases de células. Esta
compleja red de moléculas biomegulatorias pueden actuar
directamente sobre las células progenitoras hematopoyéticas, otras
afectan a las células accesorias y otras pueden afectar tanto directa

como indirectamente a las células hematopoyéticas®®®.

En la actualidad se sabe que todos los tipos de células hematicas
derivan de una clase de células precursoras denominadas células
madre hematopoyéticas, las cuales ademas de originar las células
hematicas puede producir células precursoras madre con capacidad
proliferativa. En consecuencia representan una constante fuente
potencial de células hematicas que contrarresta el agotamiento de la
poblacién de células hematopoyéticas al mantener su capacidad
intrinseca de autorrenovarse®®. La autorreplicacion de las células
madre resulta en la produccién de células hijas ambas de las cuales

retienen la pluripotencialidad.

Se han planteado dos modelos de eventos replicativos (ver figura
4.1), el primero sostiene que ambas células hijas se vuelven a una

linea de células comisionadas y un segundo modelo sostiene que
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puede ocurrir una division asimétrica dando lugar a un progenitor
comisionado y a un progenitor muitipotencial. Este fenémeno se
conoce como mitosis quantal, y ha sido validado por Ogawa's y
colaboradores®™’.

Ahora bien un modelo de diferenciacién sostiene que las células
madre tienen un ndmero flimitado de receptores de factores de
crecimiento (por ejemplo factor Steel e IL-3) pero no para receptores
de crecimiento para lineas especificas, y que las comisionadas pueden
ser definidas mejor por la nueva adquisicion de receptores de lineas

especificas.

Otro modelo sostiene que las células madre hematopoyéticas
multipotentes, expresa bajos niveles de receptores de una muititud de
factores de crecimiento de una linea especifica o de multilinaje y, los
procesos de comision resultan en la perdida sistematica de muchos de
éstos receptores. A pesar de los modelos antes descritos, sigue siendo

un paradigma el como se lieva a cabo esta diferenciacion®®’.

“

Mitosis Mitosis
Simétrica Cuantal

@

S ©® @

Fig. 4.1. Descripcién de dos modelos de células madre {S) comprometidas: mitosis simétrica, en
ia cual cada célula hija es un progenitor comprometido (CP). y mitosis cuantal en la cual una
¢éiuda hija es compromelida (CP) pero 1a segunda célula permanece no comprometida (S)(5).
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4.1. REGULACION DE LA ERITROPOYESIS

Dentro de los principales factores que regulan la eritropoyesis se
encuentra la eritropoyetina la cual estimula la actividad mitotica de las
células progenitoras eritroides tales como: BFU-E y CFU-E actuando
también como factor de diferenciacion de CFU-E a proeritroblasto y de

ia cual hablamos anteriormente.

Aunque el confrol fisiopatolégico de la EPO no esta claramente
definido, !a hipdxia parece ser el factor fundamental para su produccién
postulandose que esta regulada por un nivel de oxigeno en un sensor

celular eritrocitico 81312923

La EPO esta regulada por un mecanismo de feed-back, sin
embargo ademas de los factores endocrinos que se encargan de Ia
regulacién de la EPO existen factores externos, como son factores

quimicos que indirectamente estimulan o inhiben la produccién de esta

hormona °.
Factores estimulantes

Las prostaglandinas del tipo E y A asi como la prostaciclina 2 (PGI
2) y un metabolito estable el 6-keto-PGE, estimulan la eritropoyesis in

vivo, mientras que las prostaglandinas del grupo F la inhiben®'?.
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Otros factores que inhiben a la EPO

Circunstancias que disminuyen la demanda de oxigeno por los
tejidos, disminuyendo los niveles de EPO (deprivatizacion de proteinas,
hipofisectomia o tirodectomia). La presencia de metahemoglobina
disminuye los niveles de EPO debido a que es incapaz de transportar
oxigeno®. ' '

Otros factores que intervienen en la eritropoyesis son GM-
CSF,SF,IL-3,IL-9 e IL-10 que participan en la maduracion del eritrocito.
La linea eritroide esta constituida por una serie de estados

representados en la figura (4.2 2",

El primer progenitor comisionado en la linea eritroide es la unidad
formadora de burst eritroide (BFU-E) en el cual actian factores como
IL-3 y GM-CSF estimulando el crecimiento de BFU-E. En esta fase se
llevan a cabo de 11-12 divisiones.

E! siguiente estado de maduracion es la unidad formadora de
colonias eritroides (CFU-E) en el cual ta EPO actia para lievar a cabo
la maduracién terminat del eritrocito, y en esta fase se llevan a cabo de
2-3 divisiones. '

La fase de maduracién de las células comprende los estadios en
los cuales las células son morfoldgicamente reconocibles en
proeritroblasto, eritroblasto basdfilo, eritroblasto policromatéfilo 1y 2,y
eritroblasto ortocromatico el cual por expulsion de su nucleo emerge
como un reticulocito. Cuatro divisiones mitéticas ocurren en cada uno
de los proeritroblastos produciendo 16 reticulocitos. El proceso de
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maduracion requiere de un periodo de aproximadamente 72 horas; en

las siguientes 48 hrs, el reticulocito circulante madura en un eritrocito
228,229,230

Céluta madre Células progenttoras Céhdas precursoras Eritrocfios

) v 4 dMisiones— _ Grtrobastos
1
BFU-E ; C;%-E,_ Ertroblastos ' ortocromaticos

*

e . R

5 dlas 120 dies

Fig.4.2. Representacion esquemadtica de 105 diferentes estadios de diferenciacion eritroide {180).

4.2. REGULACION DE LA GRANULOPOYESIS

La granulopoyesis al igual que la eritropoyesis requiere una serie
de elementos celulares, complejos bioquimicos , asi como, la
participacién de las citocinas o Factores Estimulantes del Crecimiento

que regulan su produccion y maduracion.

En la médula 6sea se encuentran las células progenitoras y en
menor cantidad en la sangre, las cuales dan origen en cultivos in vitro

a colonias de granulocitos, macréfagos o de los dos. La célula
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progenitora que da origen a granulocitos y a monocitos-macréfagos se
denomind CFU-GM (unidad formadora de colonias-granulocitos-
macrofago)'>.

"Las CFU-GM forman colonias tUnicamente en presencia de
moléculas de glucoproteinas especificas a las que se les atribuyd el
efecto de estimular su produccién, que en conjunto se dendminan
factores estimulantes de colonias (CSF), ademas favorecen la
maduracién de células progenitoras normales en cultivo y también es
necesario para la supervivencia de las CFU. Los CSF se han
detectado en diferentes fluidos bioloégicos o tejidos de todas las
especies de mamiferos estudiados. La radiacién corporal completa, la
exposicion a antigenos, la inyeccién de endotoxinas, ta infeccién
bacteriana, o quimioterapia citotéxica aumenta la produccion vy
liberacién de CSF?,

Existen tres factores que actdan en la via granulocito-macréfago el
GM-CSF, G-CSF y CSF-1. Estos factores de crecimiento actian
primeramente sobre células madre comisionadas para granulocitos-
macréfago, granulocitos, o diferenciacibn de  macréfagos
respectivamente.

Otros factores de crecimiento que actian sobre la via granulocito-
macréfago son : IL-3, L4, IL-6 e IL-12°"22,

El factor GM-CSF vy la interleucina-3 son producidos por linfocitos
T activados, los cuales son estimulados por los monocitos.

109



El G-CSF es elaborado por fagocitos mononucleares, células
endoteliales y mesenquimales que son estimulados a su vez por
citocinas tales como IL-1, TNF o productoes bacterianos tales como
endotoxinas.

El papel de los CSF en la estimulacion de la produccién de
neutrofilos y su funcidn como parte de la respuesta inflamatoria esta
bien definida. Durante el tiempo necesario de la defensa del huésped
(invasion microbiana), los macréfagos vy los linfocitos T son activados.
Estos liberan CSF ademas de citocinas y linfocinas que provocan un

aumento en la produccién y maduracién de neutréfilos.

La granulopoyesis es regulada por mecanismos de
retroalimentacion negativa, para inhibir la actividad proliferativa de las
CFU-GM. Dentro de los cuales se encuentran la lactoferrina la cual es
liberada por granulos secundarios de granulocitos maduros e impide
que los monocitos estimulen a los linfocitos T para que produzcan
CSF.

La prostaglandina E (PGE) es producida por monocitos, la cual
reduce la capacidad de respuesta al CSF de las células progenitoras
en cultivo, posiblemente elevando sus niveles de AMPc. El CSF
estimula la liberacién de PGE por monocitos vy, a la inversa la PGE
estimula a los monocitos para que liberen CSF. De esta manera la

PGE puede estimular o inhibir la granulopoyesis y monocitopoyesis .
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Se ha descubierto que las isoferritinas acidas inhiben el
crecimiento de precursores granulociticos normales, pero no el de
células leucémicas.

Ef CSF puede favorecer la maduracién de precursores de
granulocitos en cultivos indirectamente, por estimulacion de la sintesis
de una proteina que induce fa diferenciacién por otras células
primitivas del cultivo. Esta secuencia de acontecimientos podria
acoplar la proliferacidon con la maduracidn en la granulopoyesis

normal®.

La forma secuencial de desarrollo del precursor de los neutréfilos
es el mieloblasto-promielocito-mielocito-metamietocito neutréfilo en
banda-neutréfilo segmentado.

El término granulocito se utiliza para referirse a los neutrofilos

abarcando tanto a la serie del eosinéfilo y baséfilo?,

La serie granulocitica en la médula 6sea se encuentra dividida en
dos pool: un pool mitético de células que se dividen y un pool
postmitético o de maduracidn de celulas que ya no pueden dividirse. El
pool mitdtico estd compuesto por mieloblastos, promielocitos vy
mielocitos. A partir de éstos se cree que los precursores granulociiicos
primarios experimentan cuatro o cinco divisiones en el compartimiento
mitético: una en la etapa de mieloblasto, una o dos en la etapa de
promielocito, dos o tres en la etapa de mielocito; el tiempo de

replicacion es de aproximadamente 24 hrs.
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El compartimiento  postmitético estd compuesto  por

metamielocitos, bandas y granulocitos.

En -estudios realizados con 3H-Timidina se ha demostrado que el
tiempo aproximado desde la entrada de una célula en el
compartimiento mitético en la forma de mieloblasto a la aparicion de

sus granulocitos hijos se lleva a cabo en 10 dias.

El indice promedio de la produccién de granulocitos es de unos
1,6 x 10° /kg cada dia .

Los neutréfilos en la sangre tienen un periodo de vida corto con
una vida media de solamente 6 a 8 hrs. Estos neutréfilos funcionales
llegan a ser senescentes de uno a 3 dias y se pierden fortuitamente en

la sangre y tejidos #*°.

Las células progenitoras de los eosinéfilos, reciben el término de
CFU-Eo, son diferentes de las células progenitoras de los neutrdfilos y
monocitos. Los progenitores de los eosindfilos llegan a madurar y son

liberados en la sangre de 3 a 6 dias.

La eosinofilia inducida por infeccién parasitaria depende de la
presencia de linfocitos funcionales. Recientemente, las evidencias
indican que las citocinas incluyen GM-CSF de células estromales ¥y
mieloides ademas de IL-3 e IL-5 producidas por los linfocitos T
activados en humanos siendo capaces de inducir la proliferacién de
CFU-Eo en eosincfilos maduros. El rango normal de Eosindfilos en el
torrente sanguinec es entre 100 y 300 por mm® (1% at 3% de! total de

leucocitos). La epinefrina y los corticoesteroides promueven la
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proliferacion de los neutréfilos de la médula, e inhiben

significativamente la liberacion de los eosinéfilos de la médula ésea.

El ciclo menstrual, el embarazo y el estress emocional y fisico
influyen en la movilizacién de los eosindfilos de la médula hacia la
circulacion. Los eosinéfilos de la sangre permanecen en la circulacion
con una vida media de 8 a 12 hrs. Estas células entran en los tejidos
sobreviviendo de 7 a 10 dias 2.

Los precursores de los baséfilos toman cerca de 7 dias para
proliferar y madurar en la médula ¢sea; la IL-3 aumenta la proliferacién
de los basdfilos. Los baséfilos circulantes en la sangre constituyen
menos del 1% del total de los leucocitos circulantes. Los
corticoesteroides y las hormonas tircideas suprimen la circulacién de
los baséfilos 2.

Monocitos y Macréfagos

En el crecimiento de colonias de monocitos se requiere de
hormonas referidas como CSFs. Los macrofagos juega un papel
central en la regulacién de la hematopoyesis; asi mismo, elaboran dos
hormonas hematopoyéticas: M-CSF y GM-CSF las cuales son capaces
de estimular la produccién de fagocitos mononucleares en la médula y
tat vez en sitios de inflamacion local. La producciéon de M-CSF y GM-
CSF por macréfagos es estimulada por la exposicion a estimulos
externos tales como particulas fagocitables y endotoxinas. Tales
estimulos inducen o incrementan la transcripcion de los genes de
dichos factores, con la produccion resultante de la hormona. Los
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macrofagos también producen citocinas que pueden regular la
produccién de ambos M-CSF y GM-CSF desde células endoteliales y
mesenquimales. Asi, la liberacién de IL-1 y TNF por macrofagos causa
que cierto tipo de células no hematopoyéticas produzcan hormonas
que podrian estimular la produccion de fagocitos mononucleares.
igualmente el factor GM-CSF puede inducir la expresion del gen del

TNF en fagocitos mononucleares 2272,

Los fagocitos mononucleares actian como células centinela en la
liberacion de citocinas y hemopoyetinas que regulan |la
monocitopoyesis. Los fagocitos mononucieares su actividad y
proliferacion esta intimamente ligada a linfocitos T activados. Las
hemopoyetinas mejor estudiadas producidas por activacién de
linfocitos T y que interactuan con fagocitos mononucleares son GM-
CSF e [L-3. Puesto que las células T son activadas como una
respuesta de defensa del huésped. GM-CSF e [L-3 son importantes en
la regulacién local y en la proliferacién de macréfagos y activacion en
la hipersensibilidad retardada de la respuesta inmune aunque estas
hormonas no estan circulando normalmente en sangre, y sus genes no

son constitutivamente transcritos *22%.

El M-CSF es el candidato mas ligado en la produccién dia a dia de
los monocitos ademas de GM-CSF e IL-3; estas a su vez pueden
inducir la produccién de IL-6 ta cual no induce la formacion de colonias
pero puede inducir la diferenciacién de células mieloides entre
monocitos, granulocitos, o megacariocitos. En una colonia con células
diferenciadas, la induccion det crecimiento por los CSFs es asi seguida
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por la produccion de otras citocinas, -6 puede inducir la diferenciacion
de diferentes lineas celulares. IL-6 podria ser el switch sobre otros,
todavia no identificados, factores que son requeridos para determinar
la especificidad del tipo de célula final %,

Dentro de los inhibidores mejor estudiados son las
prostaglandinas de la serie E, las cuales son producidas por fagocitos
mononucleares y son potentes inhidores especificos in vitro?®. Asi

mismo, IFN o/ inhiben la divisién de los precursores de monocitos.

En la fig. 4.3 se muestra un modelo hipotético basado en la
observacion in vitro, de la regulacién de la granulocitopoyesis y la
monocitopoyesis 2'7.

Como ya vimos los monocitos-macréfagos y los granulocitos
tienen una célula progenitora comuin dentro de la médula 6sea los
monocitos-macréfagos maduran de la siguiente manera: de la célula
progenitora a monoblasto, a promonocito; a monocito; dentro de los
tejidos de monocito a macréfago (en general, ésta linea celular es
denominada fagocifos mononucleares . El tiempo de transito de un
monoblasto a un monocito es aproximadamente de 6 dias. Los
promonocitos son las células mas numerosas de la serie de los
monocitos en la médula désea, con un mayor pool de almacenaje
conteniendo 6 x 10 ® células por kilogramo. Los promonocitos maduran
en monocitos en la médula dsea y son liberados en la sangre
aproximadamente en 2 dias. Los monocitos circulantes en la sangre
constituyen del 3 al 8% del total de leucocitos (300 a 600 células por
mm>; 0.3 x 10% células por kilogramo), mientras que de 3 a 4 veces
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mas monocitos se encuentran marginados en la sangre. Estos
monocitos tienen una vida media de 1 a 3 dias en la circulacién; cada
dia aproximadamente 10® monocitos son liberados en la sangre desde

la médula 6sea 2'®.

La migracién de los monocitos de la circulacion a los tejidos y
cavidades del cuerpo sigue una secuencia de eventos en los cuales las
moléculas de adhesion estan involucradas. Los monocitos que entran
a los tejidos llegan a ser transformados en el tejido convirtiéndose en

macréfagos, los cuales permanecen por meses 0 aun afios ° %%,

En estudios realizados en los cuales se marco a monocitos de
ratén con °H timidina y en un Gnico estudio realizado en pacientes
hematolégicamente normales se observo que el tiempo en el que los
monocitos abandonan la médula 6sea se lleva a cabo en 24 horas ™.

ESTIMULO
INHIBICION

Fig. 4.3. Modelo hipotético, basado en observaciones in vitro, de la regulacién de la
granulocitopoyesis y la monocitopoyesis {13). { estimulo, ----- inhibicion)
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4.3. REGULACION DE LA TROMBOPOYESIS

Las ptaquetas derivan de células de la médula ésea denominadas
megacariocitos, mediante técnicas de cultivo- in vitro se ha podido
identificar la célula progenitora de megacariocitos denominada
CFU-Mk (unidad formadora de megacariocitos) ™

La Megacariopoyesis humana es generalmente considerada como
un complejo fenémeno que incluye proliferacion de células
pregenitoras comisionadas, maduracién celular con poliploidizacion
nuclear asociada (endorreduplicacion), y crecimiento en tamano vy,
produccion de plaquetas 2.

La regulacion de la trombopoyesis puede ser un proceso en dos
etapas: a) la diferenciacion de las células madres pluripotentes hacia
progenitores eritrociticos, granulociticos, y megacariociticos en la que
actuan factores estimulantes que no son especificos sobre una linea
celular y que regulan a las células madre y a los primeros progenitores
aunque no son exclusivos de ellos. b) En la etapa de diferenciacién
terminal, en la cual participan factores que actian sobre una linea
especifica y median la respuesta de deplecién de la maduraciéon de

células circulantes 325218

Los factores que actdan en la primera etapa son:

La IL-3 es e! factor promotor principal de la formacién de colonias
de megacariocitos de ratbn y humano encontrado en medios
condicionados y se encuentra asociado a la presencia de GM-CSF en
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dichos medios. EI GM-CSF tiene una actividad sobrepuesta a la IL-3
sé6lo que en menor magnitud.

Ademas, IL-3 puede actuar como un factor de progresion en ia
entrada de las células a la proliferacion y asi mismo puede promover la
diferenciacion terminal de megacariocitos, macréfagos, eosinéfilo y
neutrdfilos.

La IL-6 puede ser directa o indirectamente un factor de
competencia actuando sinérgisticamente con IL-3 para disminuir el
tiempo gastado en la fase G, del ciclo celular por progenitores
primitivos 92228,

La IL-4 en combinacion con EPO, IL-1 y otro factor induce in vitro
fa proliferacion de progenitores megacariocitos.

Actividad Estimulante de Colonias de Megacariocitos en anemia
aplastica (Mega-CSA), la cual es diferente de iL-3, GM-CSF, EPO y
Trombopoyetina (TPO) ha sido encontrada en suero humano normal e
incrementada en pacientes o perros en los que los megacariocitos
medulares y/o CFU-Mk han sido deplectados por irradiacion,
quimioterapia intensiva u otras causas. Ha sido parcialmente purificada
y puede ser neutralizada por antisueros especificos.

Factores que actian en la diferenciacién terminal:

Cinco actividades originadas de tres fuentes diferentes tienen dos

pensamientos en comun:

1) s6lo estimulan la maduracion
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2)que no tienen un efecto en la formacién de colonias de
megacariocitos.

Factor Estimulante de Trombopoyesis (TSF)

En medios condicionados de células embrionarias de rifi6n
humano muestran propiedades fisiolégicas e inmunoldgicas de
trombopoyetina. Ambas actividades incrementan el tamario y conteo de
plaquetas, la TSF y la TPO incrementa el nimero de megacariocitos
detectados en cultivos, pero no eleva el nimero de CFU-Mk 2°,

Trombopoyetina (TPO)

la TPO ha podido ser ensayada in vivo. Se ha demostrado la
presencia de ftrombopoyetina en el plasma de animales con
trombocitopenia aguda provocada y en el plasma de algunos
pacientes, aunque no en todos con diversos tipos de

13,85,228

trombocitopenia

La trombopoyetina se produce principalmente en rifidn, y es
responsable de la hiperploidia de los megacariocitos que sera menor
en condiciones normales que en condiciones de trombocitopenia. El
estimulo de la ploidia se seguira de aumento de tamafio celular y de la
capacidad de la produccion de plaguetas, de forma que megacariocitos

mas hiperdiploides, producen mas plaquetas %22

En recientes estudios se puede observar que la (TPO) funciona
como: a) factor estimulante y como potenciador de megacariocitos
b) actia sinergisticamente con IL-3, GM-CSF, IL-9, y SF en colonias
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mixtas c) actia como un coestimulante junto con EPO sobre BFU-E
d) esto sugiere que la TPO funciona no sdlo en trombopoyesis sino
también en estadios tempranos de la hematopoyesis, €) También
podria contribuir en el crecimiento anormal de lineas celulares de

leucemia mieloblastica aguda, especialmente en combinacion con

otros factores de crecimiento hematopoyético 2192,

Factor Estimulante de Colonias de Megacariocitos.(Mk-CSF)

El otro agente humoral, descubierto mas recientemente, afecta fa
fase inicial proliferativa de la megacariocitopoyesis estudiada in vitro.
Esta sustancia se denominé Mk-CSF (factor estimulante de colonias de
megacariocitos). Esta se encuentra en titulo elevado en el suero de
pacientes con trombocitopenia grave y con aumento de la cantidad de
megacariocitos en médula. La principal fuente actual de Mk-CSF es el
suero de pacientes con anemia aplasica. La reduccion de la masa
megacariocitaria mediante citostaticos se acompaiia de aumento de
los niveles de Mk-CSF en el suero, mientras que la transfusion de

plaquetas sigue de su disminucion %,

Potenciador Megacariocito

in vitro el crecimiento de colonias megacariociticas estimuladas
en medios condicionados de células feucémicas de ratén (WEHI-CM)
es favorecida por su suplementacion con varios medios condicionados
los cuales por si mismos no estimulan la formacién de colonias pero

tienen efectos biologicos similares a la trombopoyetina. El potenciador
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difiere de la IL-3 ya que tiene actividad in vivo en combinacién con
WEHI-CM y es producido por células parecidas a macréfagos.

Actividad liberadora de plaquetas

El plasma trombocitopénico contiene una actividad la cual acelera
la liberacidn de plaguetas de megacariocitos.

Eritropoyetina

La inyecciéon de 15 U de EPOr humana tiene un efecto en el
aumento de tamafio de plaquetas y en la actividad de fa S-sulfato,
semejante a las 2.3 U de Factor Estimulante de Trombopoyesis (TSF).
En cantidades relativamente elevadas la EPOr humana estimula la
megacariocitopoyesis murina tanto en cultivos que contiene suero y los -
que no lo contienen 2.

FACTORES INHIBIDORES DE LA TROMBOPOYESIS
Factor de Crecimiento de Transformacién g (TGF-5)

Se ha observado que en suero normal humano contiene uno o
mas inhibidores de colonias de megacariocitos lo cual llevo a la
identificacion de TGF-p , es una molécula ubicua, e inhibe Ia
proliferacién de CFU-MK y el tamafio de megacariocitos reconocibles.

Interferén a y y

Los interferones inhiben a la CFU-Mk asi .como a sus
progenitores.
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Inhibidor -Esplénico

La trombocitosis post-esplenectomia en animales podria deberse
a la ausencia de un factor inhibidor esplénico, la administracion de
linfocitos esplénicos en ratones previene la trombocitosis
postesplenectomia, quizad debido a la liberacion de un inhibidor de
formacion de colonias de megacariocitos por estimulo de linfocitos T.

Acetilcolinesterasa (AchE)

Esta enzima puede ser secretada por diferentes tipos de células
incluyendo megacariocitos. La inyeccion de un inhbidor de la
colinesterasa (neostigmina) causa un aumento importante de CFU-MK.
Para controlar las concentraciones de aceltiicolina en tejidos
hemopoyéticos, la secrecion de AchE por megacariocitos podria
concebirse modulada por la actividad proliferativa de progenitores

megacariociticos.
Factores inespecificos:

Estos factores acttian sobre la produccion de plaguetas, dentro de
los cuales se encuentran los estrégenos, menstruacion, embarazo,

glucocorticoides y metales *°,
Regulacién estromal de la trombopoyesis

Se tenian datos en los que el estroma medular regulaba la
trombopoyesis actuando en el ciclo cefular de CFU-MK y secretando un
nuimero de factores como IL-3, 6 y GM-CSF. Sin embargo, en estudios
recientes por Wickenhauser etal.; los resultados obtenidos proveen
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evidencia de que un numero de citocinas son sintetizadas y secretadas
por megacariocitos humanos y no solo por células del estroma
hematopoyético. Estos datos sugieren la existencia de un mecanismo
autécrino y paracrino el cual puede influir en la maduracion y
diferenciacion de megacariocitos o bien pueden actuar sobre varias
células del estroma para mantener un apropiado microambiente
hematopoyético™.

También se ha encontrado que los Glicosaminglicanos(GAGS)
incluyendo el heparin sulfato, condroitin sulfato, el dermatan sulfato y el
acido hialurénico también estimulan el crecimiento de progenitores de
megacariocitos de murinos, aumentando el didametro individual del
megacariocito en la presencia de suero. Sin embargo, en un sistema
libre de suero ei GAGs no tienen un efecto sobre la formacién de
megacariocitos, sugiriendo que éstos cooperan con algunos factores
que se encuentran el suero. La heparina potencializa la actividad
megacariocitopoyética del ligando c-mp! y de IL-6 pero no de IL-3,
GM-CSF, SF y EPO. En suma el GAGs neutraliza significativamente la
accion inhibitoria del factor plaquetaric-4 (PF-4) y el TGF-p1 en el
crecimiento de colonias de megacariocitos. Estos resultados sugieren
que la actividad estimulante del GAGs sobre la megacariopoyesis, esta
dada por modificacion de la actividad de diversos factores que regulan
el crecimiento 7°.

Los estados de desarrollo de la trombocitopoyesis representados
en el esquema (4.4). Los progenitores de megacariocitos originados

de células madre pluripotenciales pertenecen a tres compartimientos
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consecutivos. Progenitores Bipotentes (BFU-ME) generan colonias
mixtas Eritroblasticas-Megacariociticas y son probablemente el final de
la multiplicacion y el switch de la poliploidizacién por doble tiempo. Los
precursores de Megacariocitos CFU-M1 y CFU-M2 son unipotenciales
y tienen grandes posibilidades de entrar a la fase de poliploidizacién.
Las células diploides comisionadas a poliploidizacion son denominadas
promegacarioblastos { Pro MKB). Las céluias blasticas poliploidizantes
son denominadas megacarioblastos. Estos lievan a niveles ploides al
rededor de 4 N a 64 N. Ellos son seguidos por promegacariocitos que
no sintetizan DNA y megacariociios, los cuales liberan las plaquetas.
Las plagquetas pueden ser liberadas en diferentes niveles de ploidia
ejemplo 8 N, 16 N, 32 N, 64N.

El tiempo promedio en el cual se lieva a cabo la liberacion de las
plaquetas a torrente sanguineo es de 8-12 dias en humanos y su

tiempo de vida media es de 6.9 a 9.9 dias en humanos normales .

MEGACARIDCITOS
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MKC PROGENITORES

fig 4.4 Etapas de desarmollo de la trombocitopoyesis. (MKC) megacariocitos, (8C) stem cell, (Pro
MKB) pre megacarioblasto{228).
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CAPITULO 5

EXPLORACION CLINICA DE LA HEMATOPOYESIS

El estudio de la médula 6sea tiene una importancia decisiva en
una variedad de trastomos hematolégicos, asi como de la conducta a

seguir.

La médula 6sea se compone por una médula amarilla constituida
casi en su totalidad por células adiposas y tejido conectivo de sostén
asi mismo esta constituida por una médula roja la cual posee una
abundancia de células hemopoyéticas entre células adiposas y tejido
~ conectivo %,

Dentro de ios métodos de obtencion esta el aspirado medular y la

biopsia medular de las cuales hablaremos a continuacion:

5.1. ASPIRADO MEDULAR

Las indicaciones de exploracién vienen determinadas por la
existencia de anomalias en sangre periférica, bien de tipo cuantitativo,
cualitativo o presencia de células anémalas.

También esta indicada en circunstancias en las que se sospeche
de un proceso invasivo medular de naturaleza hematolégica o no 8,
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TECNICA

Los sitios de aspiracion dependeran de la edad del paciente y de
la experiencia del operador, siendo los lugares de eleccion en adultos
el esternédn y las crestas iliacas anteriores o posteriores, empleandose
ocasionalmente las apdfisis espinosas de las vértebras, las costillas y
ios huesos que contengan médula dsea (ig.5.1). En nifos menores de

tres arnos el sitio de eleccién es la superficie medio anterior de la tibia
15,084,228

Fig. 5.1. Lugares que se utilizan para la aspiracion de médula 6sea (229).
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La aspiracion medular se lleva a cabo empleando medidas de
antisepsia y con el empleo de guantes estériles, la zona a puncionar es
desinfectada y se aplica un anestésico local generalmente del tipo de
la procaina o la lidocaina, ambas al 1%. Después que el anestésico
hace su efecto, se procede a atravesar la capa cortical del hueso
mediante rotacién de la aguja, advirtiéndose la penetracién a la cortical
por un ligero y rapido movimiento de la aguja hacia adelante,
acompanado por un aumento en |a facilidad de avance. El estilete de ia
aguja se retira rapidamente, se fija al pabellén ¢ una jeringa de 10 6 20
ml y se aspira 0.2 a 0.5 ml de liquido. Inmediatamente después se
saca la aguja del hueso presionando ligeramente el lugar de la puncién
para facilitar la hemostasia. Una vez obtenido el aspirado este es
colocado eh un portaobjeto para proceder a su preparacion, los grumos
medulares se extienden sobre un porta efectuandose el mayor namero
de frotis posible, dos de los cuales se tilen por tinciébn panéptica
habitual reservandose los restantes para tinciones especiales que

vendran determinadas por los hallazgos morfolbgicos en su caso
15,85,04,229

En general esta exploracion aporta importante informacién sobre
la celularidad medular y detalles finos de morfologia celular,
permitiendo ademas la obtencion de suspensiones celulares para
estudios especiales de tipaje celular mediante anticuerpos

monocionales, citogenética, microscopia electrénica y cultivo celular
85,88
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Es importante sefalar que el estudio de ia médula 0sea debe,
llevarse acabo tras la sospecha diagnéstica, fundamentada en el
estudio clinico, examen fisico, de sangre periférica y datos
bioquimicos, y raramente el estudio aislado de un frotis medular
permitira de por si el diagnéstico . |

5.2. BIOPSIA MEDULAR

Permite el estudio histoldgico del organo hematopoyético,
ampliando la informacion citolégica del aspirado con los aspectos
estructurales, aunque no siempre refleja el estado de toda la médula.
De todas maneras suele brindar un cuadro fiel de muchos trastornos
del sistema hematopoyético y frecuentemente descubre la naturaleza

de lesiones localizadas 89228

La biopsia se puede intentar con la aguja de Westerman-Jensen
que es una modificacion de la aguja de Vim-Silverman, o con la aguja
de Jamshidi-Swaim el cual proporciona excelente material de biopsia.
Este dispositivo se compone de una aguja cilindrica, de orificio
constante, salvo una porcion distal que se afila concéntricamente y
termina ¢con una punta cortante, biselada aguda. El estilete encaja
exactamente dentro del orificio en la punta afilada, se engrana en el
pabellén de la aguja y se extiende 1 a 2 mm mas alla del extremo de la

85,228

aguja (fig. 5.2)

La obtencion de Ia biopsia medular se realiza con el paciente en
decubito lateral izquierdo o derecho, tomando precauciones de
esterilidad y administrando al paciente [a anestesia local adecuada, se
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practica en la piel una incisién de 3 mm y se inserta la aguja con el
obturador colocado a través de la incisién cutanea y del tejido
subcutaneo hasta la cortical del hueso.

La aguja se dirige hacia la espina ilica anterosuperior y se
adelanta con movimientos de torsién. La penetracion de la cortical se
advierte por una disminucién de la resistencia a la progresién de la
aguja. Después se retira el obturador y se adelanta la aguja con
movimientos reciprocos en el sentido de las agujas del reloj y en
contra, al rededor del eje longitudinal. Tras haber penetrado
suficientemente en el hueso (hasta unos 3 cm) la aguja es rotada
varias veces sobre su eje y retirada unos 2 a 3 mm. Luego se reinserta
hasta la profundidad iniciai variando ligeramente el angulo, con
cuidado de no doblarla, y se rota varias veces con el fin de liberar la
muestra de las adherencias de la cavidad medular. A continuacion se
retira la aguja lentamente, usando el mismo movimiento de torsidn
empleado durante ia insercidén. El fragmento de médula dentro de la
aéuja es retirado mediante la instruccion del estilete a traves de la
punta cortante y expulsando ia muestra biopsica a través del pabellén
de la aguja. Las preparaciones histolbgica's pueden realizarse antes de

fijar la muestra en solucién Zenker al 95%: acido acético glacial al 5%
14,85,229

La interpretacién de la biopsia y aspirado de médula 6sea ha
alcanzado mayor importancia, particularmente en los estados de
linfomas malignos y tumores sélidos y en transplantes de médula ésea,
el examen de la médula 0sea es valuable por dos razones tanto
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pronosticas como terapéuticas y debido al desarrollo de técnicas de
tincion, el uso de anticuerpos monoclonales y técnica de reaccién en
cadena de la polimerasa' esto ha permitido detectar cantidades
pequeias de células malignas en médula ésea y sangre periférica
(tabla 5.1) ™.

-— ==—=‘4
Obhsador Hojas de corte

24
]

Puncitn a frowss de la conezo
(othracr en o ogula)

Avance de k3 voina hasia el final
do lus hojos de corte

Fig. 5.2. A) Aaija de biopsia y descripcion de la técniica de biopsia. 8) Lugar de la biopsia de 1a
médula dsea (229).
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TABLA 5.1. DESORDENES EN LOS CUALES EL ASPIRADO Y LA
BIOPSIA MEDULAR PUEDEN SER DIAGNOSTICO DE UN
DESORDEN ESPECIFICO *.

Leucemia mieloblastica aguda con sus variantes. Leucemia linfobtastica aguda.

L eucemia linfocitica cronica y sus variantes. Leucemia de células peludas.
Leucemia granulocitica aguda. Melapiasia mielogénica agnogénica.
Purpura trombocitopénica ldiopatica. Trombocitopenia Esencial.

Anemia aplastica o hipoplastica. Carcitomatosis de la médula.

Hongos y bacterias involucrados en la médula.  Macroglobulinemia de Waldenstrém
Osteoporosis. Osteopetrosis.

Enfermedades como la de Gaucher’s. Purpura trorﬁbocitopénica trombética
Amilodosis, Enfermedad sistémica de células mast
Desdrdenes mielodisplasicos. Anemia megaloblastica.

Anemia por deficiencia de hierro.

5.3. CULTIVO IN VITRO DE PROGENITORES
HEMATOPOYETICOS

Cultivo celular por definicion es reproducir en seres vivos (in vivo)
6 en medios adecuados (in vitro) la capacidad que poseen las células
de proliferar y también, en ciertos casos, de diferenciarse tratando de
conservar en lo posible las caracteristicas morfologicas y genéticas de

las célula(s) iniciadora(s) 2.

El desarrollo de técnicas de cultivo in vitro de las células
hemopoyéticas ha supuesto un estimulo para la investigacién
hematoldgica. Su aplicaciéon ha permitido un mayor conocimiento de
las células hemopoyéticas no reconocibles mediante tecnicas
microscopicas por no poseer distintivos morfolégicos precisos. Se trata
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de las células germinales o células madre hemopoyéticas derivadas de
la médula dsea adulta, de células movilizadas de sangre periférica y de
cordon umbilical. Con esta metodologia se intenta basicamente
reproducir in vitro la capacidad que poseen las células hemopoyéticas
para proliferar y diferenciarse en células sanguineas maduras. Esta
produccidon se consigue introduciendo las células progenitoras en un
medio de cultivo adecuado. y en presencia de los factores estimulantes
para cada linea celular ®.

Los cultivos in vitro pueden ser primarios 0 secundarios; los
cultivos primarios se forman a partir de una célula o fragmento de
tejido que se colocan sobre un sustrato sélido en una interfase lquido-
gas a temperatura constante. Realizando cambios del medio liquido ha
intervalos periodicos perg sin afectar el crecimiento de las células
sobre el sustrato sélido. Este tipo de cultivo tiene la caracteristica

principal de no ser inmortal '*2.

El cultivo secundario se deriva de los cultivos primarios se le
denomina también primera resiembra y consiste en tomar una o varias
células del cultivo primario y crecerias en condiciones similares a las
que se encontraba inicialmente. El medio de los cultivos puede ser
solido o semisélido con una interfase sélido-gas o sélido-liquido-gas
respectivamente. Una de sus aplicaciones es la propagacion de una
linea celular.

Por linea celular se tiene como principal caracteristica la
inmortalidad y es el producto de resiembras sucesivas de una clona de

células 2.
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Brandley y Metcaif en 1966, Pluznik y Sachs en 1965 ponen en
marcha el cultivo in vitro de las células hemopoyéticas de raton. En
1970 Pike y Robinson adoptan dicha metodologia para el cultive de
células hemopoyéticas humanas.

El cultivo hematopoyético consta de una fase inicial de separacion
celular en la muestra medular o sanguinea y posterior suspension de
las células en el medio de cultivo que suele ser semisdlido, ya sea en
agar metilcelulosa 0 plasma coagulado. Estas sustancias proporcionan
el soporte adecuado para el crecimiento celular y evita que las células
que crecen formando agrupaciones emigren de las mismas, quedando
las células hemopoyéticas y su progenie retenidas en una zona. De
esta manera pueden ser observadas al microscopio invertido en forma
de colonias (fig.5.3 ) ® 132228

Los sistemas de cultivo semisélido son sistemas de corto termino
en los cuales los procesos de control fisiologico y fenémenos de cultivo
declinan siendo dificil de mantener las células hemopoyéticas vivas por
mas tiempo.

Sobre este punto Dexter y colaboradores desarroliaron un nuevo
sistema de cultivo liquido, en el cual la proliferacion in vitro de células
madre pluripotentes y produccidon de células precursoras de
granulocitos pueden ser mantenidas por varios meses,
significativamente el periodo de comportamiento cercano a la situacion
Yin vivo", para el estudio de los mecanismos de control
hematopoyetico.
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Estos sistemas de cultivo consisten en el establecimiento de una
capa de células adherentes que contienen células mononucleares
fagociticas, células “epiteliales”, y células grasas gigantes, a las cuales
se les édiciona una poblacion de celulas que contiene células
hematopoyéticas primitivas (capa de células no adherentes). La capa
de células adherentes provee mudltiples funciones que mantienen en
orden la hematopoyesis. Las citocinas y proteinas de matriz
(estudiadas en los capiitulos anteriores) son probablemente producidas
por tales células adherentes; lo que permite que existan importantes
interacciones  celulares entre ellas y los  progenitores
hematopoyéticos™.

A partir de estos sistemas se han desarrollado medios de cultivo
especificos para cada linea celular dependiendo del objetivo de cada
estudio. En particular nos interesa desarrollar los sistemas de cultivo
que nos permitan estudiar la linea granulomonocitica que se encuentra
principalmente afectada en las Leucemias mielomonociticas cronica y

agudas, los cuales estudiaremos posteriormente con mas detalle
2,43,132,164
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Fig. 5.3. Esquema del proceso de cultivo in vifro de progenitores hematopoyéticos (85).
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CAPITULO 6

SINDROMES MIELODISPLASICOS

6.1. GENERALIDADES

El sindrome mielodisplasico (SMD) (de novo o secundarios) y el
sindrome preleucémico (SPL) son sinénimos para un grupo de
trastonos clonales proliferativos de la médula o6sea que se
cargcterizan por la disregulacién de la proliferacion y diferenciacion de
una o mas lineas celulares destacando a citopenias refractarias con
disfuncioén celular y propensas a transformacion leucémica y causar la
muerte del paciente; asi mismo, las hemorragias e infecciones pueden

8.125.042182.  Otros términos diagndsticos que son

provocar un deceso
sinénimos con los de SMD/SPL o que se enmascaran con ellos son la
leucemia mieloide subaguda, la anemia dismielopoyética refractaria, 1a
leucemia aguda de bajo voltaje, el sindrome dismielopoyético y la

displasia mieloide.'?>1%,

La principal diferencia que distingue los sindromes
mieloproliferativos de los SMD, es que en estos Ultimos, la
proliferacion clonal es- generalmente ineficaz, mientras que en los
sindromes mieloproliferativos, ocurre leucocitosis y una hematopoyesis
aumentada hasta las etapas tardias de su historia natural ®.

Los mecanismos subyacentes que conducen a condiciones de
proliferacion ineficaz en la médula 6sea no han sido aun establecidos.
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sinénimos con los de SMD/SPL 0 que se enmascaran con ellos son la
leucemia mieloide subaguda, la anemia dismielopoyética refractaria, la
leucemia aguda de bajo voltaje, el sindrome dismielopoyético y la

displasia mieloide. '?>'%,

La principal diferencia que distingue los sindromes
mieloproliferativos de los SMD, es que en estos uitimos, la
proliferacion clonal es- generalmente ineficaz, mientras que en los
sindromes mieloproliferativos, ocurre leucocitosis y una hematopoyesis
aumentada hasta las etapas tardias de su historia natural ®.

Los mecanismos subyacentes que conducen a condiciones de
proliferacion ineficaz en la médula ésea no han sido aun establecidos.
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Sin embargo se ha encontrado en aigunos casos apoptosis prematura
de la médula 6sea ',

La muerte celular programada (apoptosis) es un proceso normal
por el cual las células son eliminadas durante el desarrollo
embriogénico normal y en la vida adulta. Los estimulos que
desencadenan la apoptosis pueden ser de caracter intemo o del
microambiente extracelular. Entre los primeros se encuentran el
genotipo, alteraciones del DNA o el estado metabélico celular, mientras
que entre los microambientales estan la presencia 0 ausencia de
sefales quimicas (hormonas, factores de crecimiento, citocinas etc.). A
menudo, este “programa suicida” esta implicado en la eliminacion de
células cuya sobrevivencia pone en peligro el organismo por lo cual
actia como un mecanismo de defensa. Durante la apoptosis, el DNA
nuclear sufre una gran ruptura por accidbn de una endonucleasa,
produciéndose cambios morfolégicos del niicieo y del citoplasma

seguidos de la muerte celular 126,145,178,180

La mayoria de los SMD presentan los siguientes hechos clinico-
bioldgicos:

1.Son panmielopatias de naturaleza clonal, es decir es un
conjunto de hemopatias adquiridas cuyo comin denominador es
su realizacién por expansién de una clona celular surgida por
mutacion unicelular de un progenitor multipotencial con clara
proyeccion mieloide.
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2. Exhiben un cuadro periférico de anemia macrocitica refractaria,
con frecuencia acompanada de trombocitopenia ylo
neutropenia.

3.La 'médula Osea suele presentar una hipercelularidad de
precursores mieloides,  con rasgos morfologicos
dishemopoyéticos.

4. Desde el punto de vista funcionat dicha méduta muestra signos
de hemopoyesis ineficaz.

5.Todo ello, en ausencia de otra patologia concomitante
(alcoholismo, hepatopatia, déficit en B12 o folatos, colagenosis,
terapéutica citostatica reciente, etc.).

6. Por ultimo, en un 20% de los casos terminan realizando una
transformacion a una leucemia aguda, generalmente no linfoide
(LANL) o “metamorfosis biastica 1457162184185

6.2. FRECUENCIA

Aunque no existen datos fehacientes sobre la frecuencia de los
SMD/SPL, en paises occidentales podria aceptarse una tasa
diagndstica de 2-4 casos /100,000 habitantes al afio '#>'®,

Su diagnéstico, aunque puede hacerse en todas las edades de la
vida, se realiza, en mas del 90% de las ocasiones, en sujetos mayores
de 50 anos.y en un 50% en edades superiores a los 60 afos. Exhibe
una. discreta preferencia por el sexo masculino. Tampoco esta bien

esclarecido ia: frecuencia en la que los SMD/SPL preceden a LANL. La
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frecuencia con la que los SMD progresan hacia una LANL alcanza
hasta un 65% de los pacientes, pero en varias series extensas se ha
puesto de manifiesto que una cifra mas apropiada sera un 25%. Los
pacientes que no progresan a leucemia aguda suelen morir debido a
las complicaciones de sus citopenias ¢ por enfermedades asociadas,
ya que muchos de ellos estan en los grupos de edad avanzada'* %%

6.3. ETIOLOGIA

En la mayoria de los casos no se logra encontrar ningdn factor
aparentemente etiologico. El “envejecimiento” del pool germinal
hemopoyético o el simple “azar” podrian ser circunstancias no
cuantificables 15218,

Por el contrario, en menos de los casos existen antecedentes de
tratamientos previos con agentes mutagénicos (radiaciones y/o
agentes citostaticos, fundamentalmente del grupo de alquilantes) vy,
mas raras veces, contacto con benzol u otros solventes industriales.
En algunos pacientes afectados con SIDA se les ha descubierto

cuadros hematolégicos compatibles con el diagnéstico de SMD
180,182,185

No existe ningun hecho gque avale un origen virico aunque en
modo alguno no puede descartarse ™.
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6.4. PATOGENIA

Al momento del diagnostico los SMD parecen comportarse como
panmielopatias clonales. Los estudios citogenéticos y bioquimicos a
nivel celular (isoenzimas de la G6PD) asilo indican, lo cual no
excluye como en otras hemopatias, un comienzo pluricional

transitorio %2185,

Parece ser que desde que el pool de progenitores pluripotentes
(CGp) sufre el impacto de algun agente mutagénico o es objeto de una
mutacion al azar hasta que la neoclona llega a transformarse (cuando

io hace) el proceso sigue un curso multitasico %%,

Nuevas agresiones y/o de la propia inestabilidad cromosémica de
la “tribu celular” anormal podrian ser las responsables de las nuevas
etapas. En ocasiones, el estudio secuencial del cariotipo justifica esta

“evolucién clonal® *¥2,

Es probable que en un SMD se lleve a cabo un tipo de activacién
de genes que codifican la sintesis de proteinas reguladoras de la
proliferacion y diferenciacién celular. Algunos de estos genes, por ser
analogos a ciertos oncogenes propios de retrovirus (v-onc) reciben el
nombre de protooncogenes u oncogenes celulares (c-onc).

Diferentes circunstancias etioldgicas (agentes quimicos,
radiaciones, virus, etc.) podrian ‘romper “ el equilibrio fisioldgico de
tales estructuras génicas, a través de acciones tales como mutacién,
delecién, translocacién, duplicacién, 0 simplemente activacion

anorma|180,182,185'
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Existe un punto critico en el mapa cromosoémico en relacién con

los SMD: el brazo largo del cromosoma 5 (5q) '*.

En una region concreta de dicho 5q estan situadas estructuras
genéticas tan importantes como: a) el c-onc fms ( oncogen gue codifica
la expresion de los receptores de factores de crecimiento) y que en
condiciones normales obdiﬁca la sintesis del receptor para el CSF-M;
b) los genes que codifican la sintesis del CSF-M y CSF-GM, y c) el gen
encargado de la sintesis del receptor celular para el factor de
crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF) %%,

La delecion intersticial de esta area (5q-) es una de las
alteraciones citogenéticas mas frecuentes en los SMD ',

Recientemente se encontré activacion del c-onc N-ras situado en
los brazos cortos del cromosoma 1 en algunos SMD 5%1%2,

La familia de genes RAS (Ha-ras, Ki-ras y N-ras) codifican las
senales de Transduccién de proteinas las cuales estan involucradas en
la regulacion y crecimiento celular. ias células de aproximadamente
de un tercio de los pacientes de SMD y las de los pacientes de
leucemia aguda mieloblastica (LAM) contienen mutaciones ras,
principalmente de tipo N-ras, pero también algunas de tipo K-ras y
raramente Ha-ras. Ei hecho de que estas mutaciones ras se
encuentren preferentemente  en la leucemia LAM-M4
(mielomonocitica), o en la LAM-M5 (monocitica), o en la leucemia
mielomonocitica crénica (LMMC), sugiere una relacion entre las
mutaciones ras y la diferenciacidbn monocitica. Los pacientes de SMD
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con mutaciones del gen ras tienen una probabilidad mas grande de
progresar hacia la LAM. Sin embargo, la utilidad clinica de esta

observacién esta por determinar %%

Ademas existen aberraciones citogenéticas que incluyen
deleciones de los brazos cortos o largos de los cromosomas
246,78,11,1216,17 y 20. Otras alteraciones cromosomicas
relacionadas con mutacién a leucemia aguda se deben a
translocaciones cremosomicas como: t (1:3), t (2:11), t (3:5), t (6:9),
inversion 16, monosomia 7 y deleciones de los grupos 7y 5, 7q ¥ 5q.
Se ha encontrado que existe una hipermetilacién en el gen 5 del area
de la Calcitonina A en el brazo corto del cromosoma 11, como un

hallazgo com(n, en SMD y leucemia aguda 01417193

Se desconoce el mecanismo que determina el crecimiento
preferente de la neoclona mielodisplasica sobre las clonas
hemopoyéticas normales. La clona anormal inicia con frecuencia una
lenta expansion autoperpetuable que se traduce, a nivel de sus
precursores mieloides, en un bloquec de su diferenciacién con un claro

componente de hemopoyesis 12%1%2,

Tratando de explicar la génesis de las citopenias Azra Raza y col.,
basandose en la existencia de una excesiva muerte celular apoptética
intramedular de células hematopoyéticas; debida posiblemente a una
propiedad enddgena de las células madre transformadas en la médula
osea o por un fendmeno mediado por citocinas, realizaron un estudio
con 120 pacientes con SMD por marcacion del extremo in situ {ISEL)
de DNA fragmentado, encontrando evidencia de una apoptosis en un
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76% de las biopsias de la médula ésea y 42 de 78 pacientes tienen
niveles extremadamente altos de apoptosis. También encontraron
niveles altos de TNFa, IL-1B, TGF-p en SMD comparados a los
normales. Se planteé la hipdtesis de que los SMD aunque son
desérdenes de las células madre, la produccion aberrante de citocinas
conduce a un peculiar “efecto dual * en la que ellos estimulan la
proliferacién de progenitores tempranos llevando a una MO
hipercelular y posteriormente induciendo apoptosis en la progenie
madura causando citopenias variables.

En un estudio pilotc en el que se empleo pentoxifilina,
dexametasona y ciprofloxacina (llamada terapia PCD) ias cuales
interfieren con la via de sefalizacién lipidica de una variedad de
citocinas incluyendo TNF-a, TGF-p e IL-1B suprimiendo su actividad,
dio como resultado una atenuacién de las citopenias o bien eliminacion
de las clonas marcadas citogenéticamente. Estos datos confirmaron ia
hipotesis de que las citopenias son el resultado de excesiva apoptosis
mediada por citocinas ",

En una cierta proporcién de los casos ( aproximadamente 20% tal
bloqueo origina una lenta “acumulacion leucoblastica” que termina

exhibiendo rasgos de leucemia aguda™.

Debido a que muchos pacientes con SMD presentan
.anormalidades inmunoldgicas, incluyendo reduccién del nimero y
depresion de la funcién de las células Natural Killer (NK) y depresicn
en la produccion de interferdn (INFy) se ha encontrado que la IL-12
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sola o con IL-2 pueden modular esta importante funcién inmunolégica
en muchos de los pacientes con SMD '

6.5. CLASIFICACION HEMATOLOGICA DE LOS
'SINDROMES MIELODISPLASICOS:
ORGANIZACION FRANCO-AMERICO-BRITANICO
(FAB)

El grupo cooperativo franco-américo-britanico (FAB) propuso una
clasificacion del tipo de blastos que definieron como blastos tipo | y I
los cuales llevan las siguientes caracteristicas:

1.Los blastos tipo | carecen de granulos citoplasmaticos con la
tincion de Romanowsky; no obstante, los granulos primarios se
demuestran con el microscopio electronico o indirectamente
mediante una tincién peroxidasa positiva; tienen nucléolos
prominentes y una cromatina nuclear no condensada. La
proporcién nucleo-citoplasma (N/C) es mas alta en los blastos
pequeiios que en los mayores.

2.Los blastos del tipo NI contienen cantidades variables de
granulos (azurdfilos) en la tincion de Romanowsky el ntcleo
sigue estando centralmente localizado, con un patron de
cromatina no condensada. La proporcién N/C es inferior que en

los blastos de tipo |.
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3.Los blastos del tipo Il deben distinguirse del progranulocito
normal (promielocito), la célula deja de ser un blasto del tipo Hl
cuando estdn presentes las siguientes caracteristicas: a) el
nicleo se hace excéntrico; b) el aparato de Golgi esta bien
desarrollado; c) {a cromatina nuclear es mas densa o esta en
forma de cimulos; d) los granulos son mas numerosos; e) Hay

una relacién N/C menor 2188219

Utilizando el porcentaje y tipo de blastos presentes en médula
Osea es posible proponer la forma en la que se pueden diferenciar un
SMD de una LANL(fig 6.1).

Fig 6.1 Diagnostico diferencial de LANL vs. SMD de acuerdo al porciento de blastos

Eritroblastos (% TCN)
/ \
< 50% >6=50%
l |
Blastos (% TCN) Blastos (%CEN)
Blastos > 30% Blastos < 30% Blastos > 6 = 30%
| | |
LANL (M1-M5 6 M7) SMD M6

TCN= todas las células nucleadas; CEN = células no eritroides; blastos = mieloblastos de los tipos
'y il ; LANL = leucemia aguda no finfocitica; SOMP= sindrome dismielopoyético) '2
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En el pasado se han realizado algunos intentos de clasificacion de
panmielopatias preleucémicas. Sin embargo, fue hasta 1982 que el
FAB propuso una clasificacion de lo que ellos llamaron SMD, basada
en datos hematolégicos simples como son. % y tipo de blastos
presentes en sangre y médula ésea (tabla 6.1)

TABLA 6.1. Clasificacién FAB de los Sindromes Mielodisplasicos 1401918186219

B Blastos (%)
L TIPOS Sangre Médula 6sea
NWH l;_fl‘actaria “simple” (AR) <1 <5
I#ﬁﬁ'ﬁia Retfaciéﬁa Sideroblastica (ARS)* <1 <5
AneiR l.i;(tactana con exceso de blastos <5 5 .20
(GRES)

Mmﬁhstbmadén (AREB-t)** >5 20-30
Ees&emia, | Mielomonocitica  cronica <5 5-20
o

“gideroblastes, “en. anillo™ > 15 %, ™ AREB con bastones de Auer, = Monocitosis periférica >
1,0004ph

Anemia Refractaria

s; prabablemente similar a la llamada mielosis eritémica cronica.
Em aspirados. de médula ésea tenidos con Wright una marcada
hiperplasia, eritroide megaloblastica. El numero de proeritroblastos esta
incrementado,.  siendo algunos multinucleares. Los eritroblastos
presentan; un citoplasma burdo con punteado baséfilo y otros muestran
um nugleo, em forma de trébol. Los macrofagos se encuentran
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aumentados y frecuentemente muestran eritrofagocitosis y fagocitosis
de normoblastos. La granulopoyesis esta reducida, e incrementa el
numero de promielocitos atipicos y estan presentes los

micromegacariocitos #1829

Anemia Refractaria con siderblastos anillados

Las anormalidades citolégicas son similares a la AR con
sideroblastos anillados > al 15%. En este desorden se observan
granulos burdos tefiidos de azul vistos en normoblastos intermedios y
posteriores. Estos granulos sideréticos de tipo !l representan iones
férricos que se han acumulado dentro de la mitocondria de los
normoblastos. Los granulos sideréticos no son visualizados en

proeritroblastos'# 12521,

Anemia Refractaria con exceso de blastos

Representa otra expresion. de la leucemia mieloblastica en la cual
menos del 20% de mieloblastos son encontrados en la médula 6sea y
<5% de blastos en sangre. La leucemia mieloblastica aguda o
leucemia mielomonocitica se desarrolla en una tercera parte de la
mayoria de los pacientes quienes tienen anemia refractaria con exceso
de blastos. Como en el caso de otros desordenes preleucémicos, es
esencial observar el patrén de evolucion de estos desérdenes bajo el

estudio de aspirados y biopsias medulares secuenciales.

En aspirados de médula osea tefidos con Wright, obtenida de
pacientes con AREB, se observa que es hipercelular con un numero

substancial de macronormoblastos intermedios megaloblastoides y

147



menos del 20% de mieloblastos pequeiios. Se cree que estos
pequefos mieloblastos se encuentran en una forma relativamente no
proliferante o latente comparada con grandes mieloblastos, los cuales
se piensa que son activamente proliferantes. Tal vez los mieloblastos

pequeiios son particularmente responsables relativamente del curso
' clinico indolente en muchos pacientes con AREB. En otras instancias,
el curso clinico puede ser mas fulminante con evolucién leucémica
rapida. Los megacariocitos estan relativamente reducidos en nimero y
estos pueden ser micromegacariocitos. La granulocitopoyesis esta
reducida, y algunos de Ilos metamielocitos tienen nacleo
aparentemente-aberrante. Los eosindfilos y macréfagos pueden estar

incrementados en nimero 14180.186.219.

Cuando esta entidad se encuentra en los niflos o en adultos

jovenes, es mejor consideraria con una LANL-M2 *4*%,

Anemia refractaria con exceso de blastos en transformacién
AREB-t

Incluye a los pacientes con méas del 20% pero menos del 30% de
blastos de los tipos | y Il en 1a médula 6sea. Pueden tener bastones de
Auer en sus células blasticas. En la sangre periférica también puede
haber mas de 5% de biastos. A los pacientes de esta categoria se les
considera en transformacién de un SMD/SPL a una LANL clara.
Habitualmente sufren una rapida evolucién hacia leucemia aguda que

puede tardar de semanas a meses '*'%
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Leucemia mielomonocitica cronica LMMC.

La caracteristica que define a la LMMC es monocitos en ia sangre
> 1x10%1. La médula ésea muestra cualquiera de las caracteristicas

anteriores mas la presencia de promonocitos %1#21°,
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CAPITULO 7

SMD CON ALTERACION DE CELULAS
PROGENITORAS GRANULOMONOCITICAS
(G/M) PRINCIPALMENTE

Dentro del grupo de SMD segtin la dlasificacion FAB y de acuerdo
a los objetivos del trabajo, es de interés desamollar la Leucemia
Mielomonocitica Cronica (LMMC) ya que se encuentra alterada 1a clona
celular de progenitores comprometidos granulo-monocitica (CFU-GM)
como caracteristica principal.

7.1. LEUCEMIA MIELOMONOCITICA CRONICA (LMMC)

La LMMC es el menos frecuente de todos los SMD y se
caracteriza por la presencia de monocitos en sagre periférica. Como
sindrome clinico presenta un problema de clasificacién, ya que tiene
caracteristicas de proceso mieloproliferativo por el patron de
crecimiento in vitro que es semejante a éstos, pero al mismo tiempo de
SMD, por la importante displasia que presenta en todas las lineas
celulares. En vista de la dishemopoyesis significativa la LMMC se

considera como un SMD™>1%8,
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7.2. CUADRO CLINICO

En conjunto la evolucidn de los SMD es la siguiente: a) una
pequefa proporcion de los casos (<5%) el presunto SMD regresa
hasta la normalidad, posiblemente por tratarse de situaciones
dishemopoyéticas no clonales corregibles o reversibles; b) en un 30%
de los casos el proceso permanece mas 0 menos estables, sin
necesidades transfusionales ni tendencia a la progresién, al menos
durante muchos meses; c) el resto de los pacientes muestra una
progresion en su fracaso hemopoyético, con necesidades
transfusionales continuas, complicaciones infecciosas y hemorragicas,
hemosiderosis, insuficiencia cardiaca, hepatitis transfusicnal, y en
algunos casos falla glomerular, etc. Una parte de este ltimo grupo
(que representa un 20% de todos los SMD) termina realizando una

leucemia aguda, casi siempre Leucemia aguda no linfocitica (LANL)'*

Concretamente los pacientes con LMMC que se transforma en
leucemia aguda presenta los siguientes criterios: el 20-30% de los
blastos (mieloblastos de los tipos |, Il y promonocitos) en la médula
Osea, presencia de bastones de Auer y mas del 5% de blastos en la

Sangl'e periférica 14,125.163,219.

Se ha observado que en pacientes con SMD que presentan
citopenia sin anemia, estos pueden progresan a leucemia aguda y
raramente a leucemia mielomonocitica crénica. Los aspectos clinicos
de estos sindromes pueden incluir fendmenos autoinmunes,
especialmente encontrados en el subgrupo de LMMC (artritis, vasculitis

cutanea etc)'®.
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La infiltracion cutdnea es muy infrecuente en las mielodisplasias, y
solo se ha referido ocasionalmente en la LMMC, ya sea en el momento
del diagnéstico o, sobre todo, si estd en fase de transformacion

aguda'™.

Se sabe que existe una serie de datos generales de mal
prongstico, como son: antecedentes de radioterapia y/o quimioterapia
previas, pancitopenia periférica intensa , incremento progresivo de
blastos medulares, alteraciones citogenéticas (sobre todo si son

multiples) descenso de la capacidad clonogénica de CFU-GM, etc 162

La propia clasificacion FAB, con todos sus defectos, ha mostrado
un cierto valor prondstico, tanto en la supervivencia de los enfermos
como en la incidencia de metamorfosis blastica (ver tabla 7.1). En los
tltimos afos se han diseffiado otros sistemas de prondstico, basados
en parametros cuantitativos; dentro de las cuales destaca el realizado
por Boumemouth (tabla 7.2) y el del grupo Sanz. Asi mismo, los
basados en parametros cuantitativos y cualitativos son los sistemas de

Varela y el propuesto por D.Rubio Félix '472125176.185,

Tabla 7.1 Sindromes mielodisplasicos. Valor prondstico de la clasificacién FAB 4",

Tipo Metamorfosis Mediana de
blastica (%) supervivencia
{meses)

AR 15 65
ARS 10 70
LMMC 30 10
AREB 30 10
AREB(Y) 50 5
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Tabla 7.2 SMD(s) : Estratificacion pronostica de los sindromes mielodisplasicos
Bournemouth™ '™,

Datos adversos Puntuacién
>5% de blastos medulares 1
<10 g/dl de hemoglobina 1
< 100.000 plaquetas/pl 1
< 2.500 neutréfilos/ul 1

Grupos Mediana de

(puntos) supervivencia

(meses}

A (0-1) 62
B (2-3) 22
C4) 8

Estos sistemas de puntuacién hace posible el papel predictivo con
respecto a la evolucion hacia una leucemia aguda.

7.1.2. PRUEBAS DE LABORATORIO PARA EL
DIAGNOSTICO DE LEUCEMIA
MIELOMONOCITICA CRONICA.

El diagnéstico de cualquier tipo de SMD incluye aspectos basicos
como: estudio morfolégico de la sangre periférica, médula ésea y de Ia
biopsia de hueso, presencia o no de blastos asi como la presencia de
sideroblastos patolégicos en anillo etc., ademas realizar un estudio con

bateria de anticuerpos monoclonales 1251801,
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La inclusion de {a LMMC dentro de !a clasificacion de los
sindromes mielodisplasicos efectuada por el FAB puede juzgarse
como coherente si se considera que presenta una expresién citoldgica
medular muy afin a Ia de la AREB, con presencia de promielocitosis-
promonocitosis y abundantes signos morfologicos dishemopoyéticos.
Su rasgo distintivo es la monocitosis periférica con que cursa y que el
FAB exige que sea superior al 1 x 10%1, sin precisar si los monocitos

deban ser mas o menos dismorficos 7180185

La EMMC se ha confundido con casos claros de ARS, AREB y
AREBt por el tnico hecho de cursar con monocitosis superior al 1 x
10%, sin promonocitosis medular atipica ni suficiente abigarramiento

de los monocitos periféricos 7>1°.

7.1.2.1. Biometria Hematica

a.La anemia suele ser macrocitica oval o bimérfica. A veces hay

siderocitos. Raramente se ven glébulos rojos nucleados.

b. En contraste con otros SMD la LMMC es mas leucocitica, con
una mediana leucocitaria de 12.9 x 10°/l. Hay una monocitosis
persistente con un recuento de monocitos que supera los
1.000/ul. Invariablemente hay neutrofilia. Los granulocitos
inmaduros pueden estar presentes en pequenas cantidades. La
hipogranulacién de los neufréfilos es una caracteristica

frecuente.
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¢. El recuento de plaquetas es normal o bajo, y se suelen observar
plaquetas dismérficas '2°.

7.1.2.2. Médula Osea

a. En médula, la eritropoyesis es nommal o disminuida, y puede
incrementarse el nimero de proeritroblastos. La mayor parte de
la eritropoyesis, presenta células de tipo megacarioblastoide. En
algunos nomoblastos puede ser identificado un nucleo con
configuraciones aberrantes y el citoplasma puede exhibir
puntileo basofilico burdo.'”” 7 Puede haber sideroblastos
anillados™%*.

Se han realizado estudios ultraestructurales en pacientes
con SMD y en especial el trabajo realizado por Feliu el cual
efectia una valoracién semicuantitativa de las principales
alteraciones nucleares y citoplasmaticas de los eritroblastos.
Encontrando que ias alteraciones mas frecuentes en las LMMC
son los “clefts” (hendiduras de !a cromatina localizadas sobre el
nucleo) y las “blebs” (hendiduras de la cromatina en el borde de
fa membrana nuclear)®.

b. Habitualmente hay una hiperplasia granulocitica, y pueden
estar incrementado el nimero de eosindfilos y promielocitos;
existe de forma constante, una promonocitosis medular que no
se da en el resto de los SMD. Las células plasmaticas estan
incrementadas en nimerg y al parecer son morfoldégicamente

normales. También se pueden apreciar caracteristicas
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disgranulopoyéticas. Los blastos tipo | y Il pueden estar
aumentados hasta en un 20%, aunque frecuentemente su
aumento es inferior al 5%. Un minimo del 20% de todas las
celulas nucleadas de la médula son células monociticas. A
veces es dificil demostrar el componente monocitico con la
tincion de Romanovsky y es necesaria una tincion citoquimica
especifica para monocites. En {a LMMC, los monocitos son
mondtonos en algunos casos y en otros son pleomérficos. En
contraste a la monocitosis universal encontrada én la médula en
leucemia monocitica aguda, en la leucemia mielomonocitica
crénica la monocitosis es menos obvia 1°4125.18,

En el estudio ultraestructural realizado por Feliu los
hallazgos encontrados en LMMC son, desgranulacién de los
neutrofilos y monocitos, tanto maduros como inmaduros,
vacuolas citoplasmaticas, bolsillos nucleares, distribucion
anormal de las granulaciones y disociacion madurativa nucleo-
citoplasmatica .

Puede existir dismegacariocitopoyesis y algunos pueden ser
micromegacariocitos que tienen un nicleo y en ocasiones una
pequefia lobulacién nuclear su citoplasma es escaso y con
granulacién abundante "%,

En los estudios ultraestructurales en LMMC se encuentran
frecuentemente dilataciones vacuolares de gran tamano
localizadas en el citoplasma y en fa cisterna perinuclear y

megacariocitos hipogranulares .
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7.1.2.3. Métodos Citoquimicos

Los procedimientos de coloraciones citoquimicas se han
establecido como auxiliares en ia identificacidén de diversos tipos de
células en los SMD y sus subtipos.

Algunas técnicas empleadas para este fin estan basadas en la
demostracion de ciertas enzimas y constituyentes quimicos de las
células los que caracterizan la tendencia y grado de diferenciacién de
las mismas 2.

Reaccion de la mieloperoxidasa

Las peroxidasas son hemoproteinas de naturaleza enzimatica que
cataliza Ia oxidacion con H;0O, en una gran cantidad de substancias. La
peroxidasa granulocitaria no se encuentra en los linfocitos. El principio
de la reaccion es de un substrato que produce un color intenso y
estable. El substrato cominmente utilizado es la bencidina que por
oxidacién con H;0O, produce un color café-verdoso derivado de la

safranina en el sitio de accion de la peroxidasa 7% ',

Interpretacién: Todos los elementos eritroides jovenes como
adultos, asi como los elementos granulocitarios en toda su gama de
maduracién son positivos a esta reaccion. E! tejido finfoide es negativo.

En la LMMC la prueba resulta positiva '*75#"1%,
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Reaccion Acido Pery6dico de Schiff (PAS)

El acido acido peryodico libera grupos aldehidos en los
componentes del tejido. La liberacién de estos aldehidos reaccionan
con el reactivo de Schiff el cual da un color rojo. La reaccion mas
frecuente es con compuestos que contienen uno o mas azicares. La
intensidad del color varia de acuerdo al nimero de grupos de
aldehidos los cuales son los que producen el primer estado de la

reaccion, a medida que la célula madura la coloracién aumenta'®
£1,166

Interpretaciéon: Los neutréfilos reaccionan con todas las fases de
desarrollo, con mayor intensidad en la fase de maduraciéon. Los
monocitos presentan una reaccidon de coloracion leve en forma de finos
granulos. Los blastos presentan una importante cantidad de granulos
de color rojo de tamafio y forma iregular en leucemia linfobtastica. El

PAS en LMMC muestra puntos en forma de tincion difusa >"'%

Reaccion de Esterasas Inespecificas con Inhibiciéon con NaF

Todas las células tienen diversas clases de enzimas esterasas las
que con ¢! empleo de alfa-naftilbutirato se precipitan en el citoplasma
dando una granulacion escasa y fina de color cafe.

Debido a las caracteristicas de! tejido monocitario (aun en sus
precursores directos) la reaccion seifalada se evita completamente al
agregar a la mezcla de tincion una pequena cantidad de NaF,
impidiendo su demostracién en tanto que en todas las demas células

blancas esta inhibicion es inexistente 66198219
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Interpretacién: Las laminillas tefiidas con NaF agregado, si son de
estirpe monocitaria no ofrece coloracion alguna. Citoquimicamente, los
monocitos en leucemia mielomonocitica cronica pueden ser identificados
mediante el uso de esta reaccion, el nimero de monocitos incrementado

puede ser identificado 475158219

Tincién de Azul de Prusia de Gomori (tincion de Hierro).

Esta reaccion emplea una solucién fresca de ferrocianuro acido
para demostrar hierro no hem tal como aparece en los compuestos de
almacenamiento de hierro ferritina y hemosiderina. E! hierro de ambos
compuestos esta poco ligado y se desenmascara faciimente con acido
diluido, dando las reacciones con hiemo i6nico. Una de estas
reacciones es la formacién de un pigmento azul, el azul de prusia , un
ferrocianuro férrico resultado de la combinacion de iones férricos con
cianuro *°.

Interpretacion: se examinan preparaciones de médula 6sea y
cortes de coagulo de la misma, el hierro intracelular esta situado dentro
de los siderositos, sideroblastos y macréfagos. Por [o que en la LMMC
fa tincion de hierro con azul de prusia puede demostrar pocos anillos
sideroblastos y este a su vez nos distingue de una AREB **8"180.198

7.1.2.4. Lisozima

La lisozima, proteina catiénica rica en arginina, cuya actividad en
los granulos primarios corresponde a una tercera parte del total de
dicha actividad enzimatica, se localiza también en los granulocitos

159



neutréfilos. La lisozima (muramidasa) puede calcularse mediante un
método turbidométrico observando el descenso en la actividad Optica
producido en una suspension de Micrococcus lysodeikiticus, cuando es
expuesta al suero u orina, en comparacion con el descenso en la
densidad dptica producido por una concentracion conocida de lisozima

de la clara de huevo, también puede medirse por método inmunoldgico
7581180

Interpretacién: la lisozima suele estar elevada en LMMC lo cual
no se da en AREB.

E! estudio citolégico medular e histolégico de la biopsia son
complementarios al de sangre periférica y son requeridos para
informacién diagnostica en pacientes con SMD 4185219,

7.1.2.5. Estudios Citogenéticos

En los ultimos afios se ha hecho evidente que las anomalias
cromosémicas recurrentes observadas en las leucemias y otras
enfermedades hematolégicas malignas son parte integrante de un
proceso de transformacion celular. Muchas de las alteraciones
citogenéticas recurrentes estan asociadas cas! caracteristicamente a
tipos particulares de enfermedades, contribuyendo asi a su
diagndstico. La identificacién de los genes que estan implicados en
estas recombinaciones cromosémicas, podrian contribuir
decisivamente al conocimiento de la biopatologia de estas células y

permitira definir grupos de pronéstico y tratamiento especificos *%°.
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La LMMC cursa a menudo con anomalias cromosomicas que, con
frecuencia, consisten en deleciones y duplicaciones y, en menor grado,
en translocaciones e inversiones como suele ocurrir en todos los SMD.
Se acompafa, en general, de una breve supervivencia’>'®.

Dentro de las LMMC se han descrito casos en los que estos
desé6rdenes mielodisplasicos se encuentran presentes translocaciones
cromosomicas como t {(8,9) (p11,q34) asf como anormalidades
cromosomicas 1 y 7 las cuales preceden a una leucemia aguda
(Leucemia miel6gena aguda) 539793

7.1.3. TRATAMIENTO

No se tiene un tratamiento especifico para la LMMC, ya que su
evolucién clinica presenta las mismas caracteristicas de todos los SMD
y por lo cual debe tratarse en base a la evolucién clinica de cada
individuo, empleando todos los recursos terapéuticos posibles.

Por su propia naturaleza, la anemia de los SMD suele ser
refractaria a los hematinicos convencionales (B, folatos,Bs, etc.)
aunque conviene realizar una terapéutica de prueba, de algunas

semanas, con todos ellos * %22,

En raras ocasiones se ha mejorado discretamente la anemia con
[a administracién temporal de androgenos y/o esteroides suprarrenales
y la trombocitopenia con danazol *.
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Cuando la anemia llega a limites intolerables no existe mas
remedio que realizar una hemoterapia programada, con concentrados
de hematies. El riesgo seguro de hemosiderosis puede aminorarse, en
aquellos casos con un pronéstico evolutivo largo, con la administracion
de desferroxiamina en infusién subcutanea noctuma 2.

7.1.3.1. Terapia hormonal

Las complicaciones infecciosas habra que fratarlas con
antibioterapia intensa (empirica o especifica) y las hemormragias con
administracion temporal de esteroides y acido epsilonaminocaproico,
reservando los concentrados de plaquetas para las manifestaciones
graves. Se han empleado corticoesteroides en algunos pacientes
mejorando sus problemas de cilopenias y requerimientos
transfusionales tales respuestas resultan anecdéticas y puesto que
este tipo de tratamiento expone al paciente a la posibilidad de

infeccion, no se usa cotidianamente '%%1%%1%2,

7.1.3.2. inductores de diferenciacién celular

Se ha intentado vencer el bloqueo madurativo de algunos SMD
{sobre todo AREB AREB-t) con una serie de agentes que han
mostrado su eficacia in vitro como inductores de la diferenciacion
celular 1681,

El mas utilizado hasta el momento es el arabindsido de citosina
(ARA-C) a bajas dosis (10-20 mg/m?/dia, por via subcutanea, durante
2-3 semanas). Con este tipo de tratamiento se ha logrado hasta un
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20% de remisiones completas en AREB y AREB-t, generalmente de

corta duracion *16.190.165

En la mayoria de las ocasiones dicha remision no ha sido
consecuencia de una “diferenciacion celular” propiamente dicha sido

de una fase aplasica superada por ia hemopoyesis residual normal
168,182,185

El efecto diferenciador se ha intentado con otros agentes, tales
como el acido cisretinoico y la 1,25 (OH),-D3, con resultados poco
alentadores '%.

El acido 13-cis retinoico ha demostrado en lineas leucémicas
HL-60 vy en lineas de leucemia promielocitica, inducir una capacidad
de diferenciacién siendo utilizado en casos de LMMC %%,

7.1.3.3. Citocinas hematopoyéticas

Resultados de estudios realizados mediante el uso de factores
estimulantes de colonias (CSF) en SMD han mostrado aumento en la
diferenciacion mieloide y minimizar la degeneracién neoplasica
mejorando {os niveles de los neutrdfilos para reducir la infeccion y

mejorar a calidad de vida '°% %%,

En el ensayo con GM-CSF se observd incremento de neutréfilos,
su impacto ha sido transitorio desapareciendo con la suspension de
GM-CSF y asociado con la expansién de una clona neoplésica. El
impacto en !a clona neoplasica puede ser minimizado con terapia de
restriccion en paciente con bajo conteo de blastos pero clinicamente
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relevante en citopenias. en algunos ensayos la administracion de GM-
CSF tiene un potencial de restauracion ya que aumenta la funcion
antimicrobial y antitumor de los monocitos después de quimioterapia a

altas dosis **%

En un estudio realizado con G-CSF se observdé que produce
elevacion del conteo de neutréfilos sin progresion a leucemia %,

La administracién de IL-3 en pacientes con SMD con severas
citopenias dependiente de transfusion, produjeron una elevacion en
todos los neutrdfilos y una elevacion de plaquetas, permitiendo cesar
las transfusiones en algunos pacientes con trombocitopenia profunda o

disminuida. Desarrollandose trombocitopenia transitoria en otros 4712,

La EPO administrada en pacientes dependientes de transfusiones
de células rojas en pacientes con SMD puede reducir la eritropoyesis

ineficaz y reducir los requerimientos de transfusion '°%'%,

La disponibilidad de citocinas hematopoyéticas recombinantes
ahora proveen de una nueva terapéutica aprovechable para el
tratamiento de enfermedades o en el tratamiento relacionado con la

supresion hematopoyética 82180182

Aunque GM-CSF , G.CSF, e IL-3 pueden ser utilizados en
pacientes con SMD produciendo un efecto deseado sin embargo, el
impacto a una evolucién a enfermedades neoplasicas debe ser

observado cuidadosamente 7%
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7.1.3.4. Quimioterapia

El tratamiento de LMMC se realiza mediante quimioterapia en la
cual la destruccion de la clona anormal constituye la Unica oportunidad
de conseguir curacion y dentro de los agentes citotéxicos mas
empleados se encuentra el citarabinoso (Ara-C) que ha sido utilizado a
dosis diversas y en diversas combinaciones con otros agentes

citoreductores tales como: mitoxantrona, etopésido, fludarabina etc
21,168,182

Cabe mencionar que no todos los pacientes responden a la

quimioterapia citotoxica y que algunos estudios muestran resistencia
multidroga %.

Los indices de remisién completa son generalmente favorables
restauréndose la hematopoyesis normal. Desafortunadamente en la
mayor parte de las series, hay toxicidad con incidencia variable de
muertes tempranas. La respuesta no es duradera con sobrevida libre
de enfermedad de un afio 0 mas en casos excepcionales y por ello se
considera al transplante de células progenitoras como la terapia a

Seguir 188,180,200_

La poliquimioterapia apenas si encuentra indicacién dada la edad
avanzada de la mayoria de los pacientes con LtMMC y solo en
pacientes jévenes con donante compatible se ha consignado algan

resultado aislado favorable mediante el trasplante alogénico °°1%%1%,
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CAPITULO 8

LEUCEMIA AGUDA NO LINFOCITICA (LANL)

8.1. DEFINICION Y GENERALIDADES

La leucemia es una neoplasia que se caracteriza por la
proliferacion y acumulacion de precursores hematopoyéticos
malignos. Estas células pueden encontrarse no solo en la médula
osea, donde de hecho se originan, sino también en la sangre
periférica y ademas pueden infiltrar cualquier érgano o tejido del

organismo 2584125158

Las leucemias pueden clasificarse en agudas 6 cronicas en
relacién a sus mecanismos fisiopatogénicos de acuerdo a la falla en
la diferenciacion celular: entre mas inmaduras (de tipo blastico) son
agudas, mientras que las crénicas se caracterizan por células mas
maduras™®.

l.as células de las leucemias agudas se caracterizan por ser
incapaces de diferenciarse y tener un indice muy bajo de mortalidad
frente a las células normales, pero a medida que se multiplican las
van desplazando paulatinamente; y por éste mecanismo se presentan
las caracteristicas penias de las leucemias agudas *.

Las primeras descripciones formales de las leucemias puedén
atribuirse al inglés Bennet y al célebre patélogo aleman R. Virchow,
quienes en forma independiente publicaron en 1845 los dos primeros
casos de leucemia. Corresponde también el crédito de haber acufado
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el termino de “leucemia” a Virchow. Asi mismo, propuso la primera
clasificacion de las leucemias, refiriéndose sin saberlo, a las primeras
formas cronicas de la enfermedad. En 1857, Friedreich identifico a la
leucemia aguda (LA) como una entidad diferente a las descritas. En
1889, Epstein por su parte, y Fraenkel unos afios mas tarde,
dividieron a la LA en dos variedades morfoldégica y clinicamente
distintas, la leucemia linfoblastica aguda (LLA) y leucemia no
linfocitica aguda o tambieén denominada leucemia mielogenica aguda
(LMA). No es, sin embargo, hasta los estudios de Ehrlich a fines del
siglo pasado y de Naegli y Shilling a principios de nuestro siglo,
cuando se establecen caracteristicas morfolégicas, tintoriales y

clinicas que permitieron identificar con mayor precisiéon a las LA
58,84,139

8.2. FRECUENCIA

La incidencia global para todas las leucemias a nivel mundial
suele ser de 9.8 nuevos casos por cada 100,000 habitantes, aunque
existen zonas en donde ciertas variedades de leucemias son mas
frecuentes y afectan de manera diferente, de acuerdo a su tipo a nifios

y adultos 1%,

Las leucemias mieloblasticas son mas frecuentes en adultos
jovenes y otro pico de incidencia después de los 50 afios '*°.

La incidencia de leucemia mielomonocitica aguda M4 es de un
25 % del total de las leucemias mieloides agudas, mientras que la

leucemia monocitica aguda M5 se encuentra en un 10 % ™.
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8.3. ETIOLOGIA

La etiologia de la leucemia aguda es desconocida en la mayoria
de los casos. En casos especiales se han identificado factores

patogénicos especificos 284139180,

Factores genéticos

La leucemia congénita puede presentase en neonatos vy
frecuentemente se asocia con anormalidades cromosomicas. La
forma tipica es la LMA y puede no requerir terapia. Se ha registrado
un aumento en la frecuencia de LMA en la anemia de Fanconi,
sindrome de Bloom, sindrome de Down, sindrome de Klinefelter y la
ataxia telangiectasia. Hay un incremento en la concordancia de LLA

en los gemelos monocigotos 56,84,139,180,210

Radiacién

Se ha encontrado un incremento en la frecuencia de todas la
formas de leucemia en los sobrevivientes de la bomba atémica y en
pacientes que reciben radioterapia por enfermedades como los
linfomas y la espondilitis anquilosante, policitemia vera e
hipertiroidismo. Por otro lado se ha reportado que los operarios de los
equipos de rayos X, radidlogos o tecnicos radidlogos tienen 2.5 veces
mas posibilidades de desarrollar leucemia que la poblacion no

expuesta 58,84, 139.180,210.
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Virus

Es uno de los factores que en la actualidad tienen mas
relevancia, y que ademas ha permitido tener un campo de
investigacion. Se propone que los virus fundamentaimente aquellos
que producen transcriptasa inversa, estimulan o activan un
protooncogen, que puede estar encargado de la regulacion del
crecimiento y diferenciacién de lineas celulares en forma apropiada
(por mutacion, rearreglo genético u otras formas) y esto podria
entonces conducir al desarrollo de LA 384139219

Oncogenes

Los oncogenes son secuencias de DNA asociadas a tumores, los
oncogenes celulares (c-onc) son en general particularmente
homdlogos al oncogen viral (v-onc) y son también referidos como
protooncogenes, éstos son genes de células normales con un pape!
fisiologico en la regulacion de proliferacion y diferenciacién, requieren
activacion para causar neoplasias. Los oncogenes asociados a
retrovirus (v-onc) son casi todos hibridos de la region codificada de
oncogenes celulares ligados a la regién de codificaciéon de genes

esencialmente virales 3153210

Los oncogenes refrovirales pueden iniciar y mantener la
proliferaciéon de células maiignas como resultado del aumento del
producto del gene. Esto es referido como la hipétesis de una etapa;
alternativamente el DNA y los virus de leucemia cronica no
transforma a proliferantes directamente pero al parecer actuan por

mecanismos indirectos, los cuales requieren que un proto-oncogen
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que pueda operar como un iniciador del gen requiriendo de otro gen
139,210

(viral o celular} en un proceso de multi-etapas

Proto- y oncogenes virales codifican para productos asociados
con los factores de crecimiento de replicacion celular, receptores,
proteinas de la sefal de transduccién, etc., o pueden inducir
independencia de requerimientos de factores de crecimiento. La
translocacién cromosomicas en malignidades hematopoyéticas estan
asociadas con el movimiento de oncogenes celulares y reubicacion y
posible reamreglo con otros genes resuitando en ta expresion del gene

alterado **%82',

Férmacos y compuestos quimicos

Hay un incremento en la frecuencia de LMA después de la
exposicion al benceno, cloramfenicol, agentes alquilantes como la
ciclofosfamida y el clorambucil, y otros farmacos y compuestos

quimicos 8842,

Trastornos hematolégicos adquiridos

Se ha observado un aumento en la frecuencia de LMA en
pacientes con anemia refractaria, anemia sideroblastica, trastornos
mieloproliferativos (policiternia vera, mielofibrosis), mieloma muiltiple,
enfermedad de Hodgkin, hemoglobinuria nocturna paroxistica (HNP) y
otras enfermedades >,
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8.4. CLASIFICACION DE LAS LEUCEMIAS MIELOIDES
AGUDAS (LMA) DE ACUERDO A LA
ORGANIZACION FRANCO-AMERICO-BRITANICO
(FAB)

De acuerdo al criterio puramente morfolégico las leucemias se
clasifican como:

+ Cronicas: cuando presentan menos del 30% de blastos en la
médula osea.

o Agudas: cuando presentan mas del 30% de blastos en médula
osea "°

En 1975 se formo e! grupo FAB que propuso una forma universal
para clasificar a la leucemia aguda con el fin de unificar criterios vy
determinar patrones de comportamiento evaluables en cualquier lugar.
Esta clasificacion se basa en la morfologia y comportamiento
citoquimico de las ceélulas blasticas sobre extensiones medulares
hematicas, y dependiendo de la célula comprometida las leucemias
pueden ser de estirpe linfoide o mieloide *.

Inicialmente la FAB clasifico las leucemias mieloides agudas
(LMA) en seis grupos (M1 a M6) y en 1985 integré a la M7.
Posteriormente, en 1991 se afiadié una ultima variedad, la leucemia
aguda con minima diferenciaciéon mieloide ¢ MO0. El diagnostico de
estas dos variedades requiere de 1a aplicacion de técnicas

inmunolégicas, y de citoquimica ultraestructural ( ver tabla 8.1) "%,
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M-0 Leucemia mieloblastica sin maduracion citolégica

Esta forma de LMA es indiagnosticable por criterios
exclusivamente morfolégicos y citoquimicos, y sélo la positividad de la
mieloperoxidasa (MPO) a nivel ultraestructural {microscopia
electronica) y del inmunofenotipo mieloide para CD13 y/o CD33 (por
inmunocitoquimica), asi como la negatividad de los marcadores

linfoides de la linea B y T, permiten definirlo ™ 1%,

Los blastos leucemicos son similares morfolégicamente a los de
la leucemia linfoblastica aguda, variedad L2 del FAB, y son
constantemente mieloperoxidasa y negro sudan negativos. Esta
variedad se encuentra asociada a pacientes de avanzada edad y
ademas a una pobre respuesta a la terapia combinada; siendo esta de

un peor pronodstico que en el resto de variedades FAB '*'%.

M-1 Leucemia mieloblastica indiferenciada

También denominada leucemia mieloblastica inmadura. Muestra
una clara imagen de diferenciacion granulocitica pero no asi de
maduracion, por lo que puede confundirse con LLA con la microscopia
de luz. Se caracteriza por presentar blastos carentes de granulos,
contiene generalmente de 2-5 nucléolos, los bastones de Auer son
poco comunes, coexisten altos porcentajes de células inmaduras con

escasas cantidades de granulocitos maduros.

Tanto en sangre periférica como en médula dsea las células son
mieloblastos de nucleo redondo cromatina nuclear fina y homogénea,

escaso citopiasma con bordes cifoplasmicos bien definidos. La M-1 es
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mas comun en adultos y la mas frecuente en nifios. El porciento de
blastos es de 90% y 10% de polimorfonucieares granulocitos ©

monocitos 35879125

M-2 Leucemia mieloblastica diferenciada

También denominada como leucemia mieloblastica con maduracion
presenta una tendencia mayor a la maduracion hacia la linea mieloide; por
estas razones es posible encontrar biastos y promielocitos, es mas comun la
presencia del bastones de Auer; se pueden identificar granulos azurofilos
escasos. La M-2 representa de un tercio a la mitad de los casos de LMA. Al
igual que la M-1 la M-2 es frecuente en adultos y nifios. El porciento de
blastos es de 30-89%, 10% de promielocitos y un porcentaje variable de

granulocitos 30-58.79125

M-3 Leucemia promielocitica aguda

También denominada leucemia promielocitica hipergranular,
existe un franco predominio de promielocitos anormates con
hipergranulacién. El nicleo varia grandemente en tamafio y forma y
es frecuentemente reniforme o bilobulado. El citoplasma de muchas
de las células esta completamente ocupado por grandes granulos
unidos coloreados de rosa brillante, rojo o puarpura por tincién de
Romanowsky. En algunas células el citoplasma esta ocupado con
granulos finos semejante a polvo. Las células caracteristicas que
contienen a los cuerpos de Auer se encuentran distribuidos al azar en
el citoplasma estan casi invariablemente presentes en {a méduia dsea
y algunas veces en sangre periférica. €l citoplasma de las células que

contienen cuerpos de Auer estan usualmente tefiidos de color palido o
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claro pero pueden también contener granulos azurdfilos. Hay una
frecuencia alta de complicaciones de sangrado y de coagulacion
intravascular diseminada (CID) esta variante es la de peor diagndstico
precisamente por su complicacion. La M-3 es usual en adultos. E!
porciento de promielocitos es de 30-89% y 10 % de blastos %1251

M-4 Leucemia mielomonoblastica

Liamada también leucemia mielomonocitica. En esta entidad se
encuentra tanto elementos inmaduros de la serie granulocitica y
monocitica, en ocasiones es posible observar elementos
mielomonocitoides, caracterizados por presentar nucleo de
monoblasto y citoplasma de granulocito. Tanto en sangre periférica
(S.P.) como en médula 6sea (M.O.) es el monoblasto la célula que
predomina, el cual posee un nuclec de aspecto “arriionado”, su
cromatina es fina como la del mieloblasto, pero reticular, tiene una
gran cantidad de citoplasma, comparandolo con el del mieloblasto, y

los bordes citoplasmicos son irregulares, incluso son seuddpodos
14,58,84,125,

M-5 Leucemia monoblastica pura

Denominada también leucemia monocitica. Las células tienen
aspecto monocitoide son de gran tamafo, el nimero es irregular, y de
aspecto “arriionado”, el citoplasma muy abundante, con bordes
acerrados. Los cuerpos de Auer son raros. En la sangre periférica hay

una gran cantidad de monocitos aparentemente maduros '4%%12,
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M-6 Eritroleucemia

Conocida también como la enfermedad de Di Guglielmo. Los
componentes eritropoyéticos usualmente exceden el 50% de todas las
ceélulas nucleadas en la médula 6sea y los eritroblastos muestran el
grado variable, caracteristicas morfologicas de  bizarmras,
especialmente lobulacion multiples de los 16bulos, con variacion en el
tamano de éstos, multiples nucléolos, presencia de uno o maés
fragmentos nucleares, formas gigantes y rasgos megaloblasticos. Los
eritroblastos estan frecuentemente en la sangre %%,

La proporcidn de blastos del tipo | y Il pueden exceder e! 30% de
las células no eritroides restantes. Los cuerpos de Auer pueden ser
vistos. Cuando el 50 % o mas de todas las células nucleadas son
eritroblastos y < que 30% de células no eritroides son blastos, el
diagnéstico se vuelve SMD. Los progenitores eritroides pueden ser

58,79

PAS positivos
M-7 Leucemia megacarioblastica

La médula 6sea es usualmente fibrosa y no permite ser aspirada.
La tincién de la biopsia de la médula ésea con reticulina y colorantes
tricrémicos pueden demostrar una fibrosis de reticulina y de colageno,
y una osteosclerosis. Las células son mieloperoxidasas negativas,
pueden tefirse para la peroxidasa plaquetaria. Su identificacion
depende del uso de marcadores inmunoldgicos para megacariocitos.
El prondstico con quimioterapia convencional es muy malo. El
transplante homdélogo de médula 6sea puede ser curativo e incluso es

capaz de invertir ia mielofribosis intensa y la osteosclerosis. La
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demostracion inmunologica de ias glucoproteinas de membrana Ib y

iib/3a especificas de plaquetas utilizando anticuerpos monoclonales

pueden establecer la identidad de megacarioblastos y su numero

6,174

Tabia 8.1 Clasificacion FAB de Ia leucemia mielogénica aguda ©>

Mielomonoblastica AMML

Subtipo|{ Terminologia comin Linea Celular
predominante
M-0 Mieloblastica sin Mieloide
maduracion citolégica
LA
M-1 L eucemia Mieloblastica Mieioide Mas frecuente en
indiferenciadsa nifos
Livia
M-2 Leucemia Mieloblastica Mieloide ivias frecuente en
con maduracion ninos
LiviA I
M-3 Leucemia promielocitica Mieloide { Usualmenta en adultos
aguda APL i
M3 APL hipogranular
variante
e 1 RO ] _ -
M-4 Leucemia Mieloide y monocitica |

Mdeo- M4 con maduracién
eosinofilica.
M4baso M4 con maduracion
basofilica.
M-5 Leucemia Monoblastica Monocitos Usualmente en nifios
Pura AMolL I y [Ovenas
M5p LMA poco diferenciada

M5g ! LMA mas diferenciada ?
1




Subtipo, Terminologia comun Linea Celular

i
i predominante
M-6 Leucemia eritroide aguda | Eritrocitos y Mieloide VCG
AEL
M-7 Leucemia Megacariobiastica CGH
Megacarioblastica

8.5. CLASIFICACION MORFOLOGICA, INMUNOLOGICA
Y CITOGENETICA

CLASIFICACION MIC.

La inmunclogia y la citogenética han proporcionado una
valiosisima informacion en el terreno diagnéstico y prondstico de las
leucemias agudas. Un esfuerzo conjunto de especialistas de todas
estas disciplinas han culminado en una nueva clasificacién
denominada MIC, puesto que tiene en cuenta datos morfolégicos,
inmunoldgicos y citogenéticos, y gracias a la cual se perfilan nuevas

subvariedades de interés clinico-pronédstico (ver tabla 8.2).

La caracterizacién inmunofenotipica se lleva a cabo mediante una
bateria de anticuerpos monoclonales; algunos de éstos reaccionan
especificamente con una linea celular determinada e, incluso para un
estadio madurativo determinado; ofros no tan especificos
proporcionan una valiosa contribucion diagnéstica y prondstica al
delimitar nuevas variantes y reconocer leucemias con marcadores
linfoides y mieloides. En la tabla 8.3 se resumen los Anticuerpos

Monoclonales utilizados en el fenotipo de una leucemia aguda '*.
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La citogenetica ofrece una valiosa informacion desde el punto de
vista etiologico, prondstico y, probablemente terapeitico. La
nomenclatura MIC recoge esta informacion y consigna el tipo
morfolégico FAB seguido del signo barra (/) y la anomalia
cromosomica especifica entre paréntesis [ Ejemplo: M2/t(8;21) ). En el
analisis citogenético se prefiere el estudio de la médula 6sea al de la
sangre periférica; se utilizan cultivos cortos; de 24 a 48 horas, e

identificacion cromosomica con técnica de bandeo, y debe examinarse

un nuamero suficiente de metafases ( de 20a 30)

180

Tabta 8.2 Clasificacién MIC de Leucemias Agudas Mietoblasticas '

Asociacion morifolégica-cariotipo

Carictipo Frecuenciz {%) FAB*® Nomenclatura MIC
(8,21)(q22,q22) 12 M2 M2/(8;21)
t15;,17)(q22;q12) 10 M3,M3v M3N(15,17)
t/del(11)(g23) 6 M5a(M5b;M4) M5alt{11q)
invidel(16)(q22) 5 M4Eo M4Eo/inv(16)
1(9,22)(q34:911) 3 M1(M2) M1/t(9;22)
t{6;9)(p21-22;934) 1 M2 o Mdbasofila M2/1(6;9)
inv(3){q21:q26) 1 M1(M2,M4,M7) M1/inv{3)

. con trembocitosis
1(8:16)(p11;p13) <0.1 MS5b con fagocitosis | M5b/t(B;16)
t/dei{(12)(p11-13) <01 M2 con basofilia M2baso/t(12p)
+4 <Q.1 M4(M2) Md/+4

178




Tabla 8.3 Anticuerpos monoclonales (CD) utilizados en el estudio fenotipico de la Leucemia

Aguda.”

cD

Estirpe-asoaciado

cD2

CD3

co7

CD10

CD11b

CD13

cD14

CDig

cD22

CD25

CcD33

CD34

CD41

CcD42

CD45

CD61

CD&8

T{receptor E)
T
T
B(cALLa)
Mieloide/monocitico
Mieloide
Monocitico/Mieloide
B
B
Receptor Interleucina-2 (cadena §8)
Mieloide
Célula progenitora multipotente
Megacariocitico, glucoproteina lib/llia
Megacariocitico, glucoproteina Ib
Antigeno leucocitario comin
Megacariocitico, glucoproteina llla

Monacitico
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E! objetivo de este trabajo es estudiar las LMA y en particular los
tipos M4 y M5 segun la clasificacion FAB; ya que son las que
presentan una aiteracion en la linea granulomonocitica, es decir en la

célula progenitora bipotencial CFU-GM.

8.6. DIAGNOSTICO DIFERENCIAL DE LAS LEUCEMIAS
FIELOIDES AGUDAS

En general los diferentes tipos de leucemia aguda son bastante
similares en algunos de los hallazgos del iaboratorio, hematologicos, y
otros; para poder considerarios primero como grupo y analizarlos
después como formas individuales. No obstante, una historia clinica
cuidadosa, la exploracion fisica, el examen de sangre periférica y,
fundamentaimente, del aspirado de médula 6sea y una biopsia
medular en determinados casos, proporcionan el diagnostico de
leucemia aguda.

En estudios por biopsia es de gran valor detectar el grado de
celularidad y la presencia y magnitud de reemplazamientos de células
normales por células neoplasicas. Ademas, los grados de fibrosis e

infiltracién de grasas son consideraciones muy importantes®®.

El diagnostico se basa en la observacion de una blastosis
medular que iguale o supere el 30% de la totalidad celular, ya que el
hallazgo de algunas células blasticas, tanto en médula ésea como
sangre periférica, no indica necesariamente la existencia de leucemia

aguda.
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Para seguir las nuevas directrices de la FAB se requiere de dos
recuentos medulares, uno basado en el total de células nucleadas
para determinar el tanto porciento de céiulas eritroides y otro referido
al numero de células blasticas sobre el total de células no eritroides.

Asi, si hay menos de 50% de precursores rojos sobre el total de
" células medulares y un 30% o mas de células blasticas, también sobre
el total celular, se diagnostica leucemia mieloblastica aguda,
variedades M1-M5 y M7, y estas dependen del grado de maduracion
celular. En caso‘de tener un eritroblastosis igual o mayor al 50%, la
cifra de blastos calculada sobre el total de células no eritroides iguale
o supere al 30% se establece el diagnostico de variedad M6 o

eritroleucemia’* 7180,

E! estudio morfologico oOptico, citoquimico, ultraestructural,
inmunologico y citogenético detallado es fundamental para etiquetar el
tipo de leucemia aguda.

El diagnéstico diferencial debe establecerse con diversas
entidades. Desde el punto de vista morfolégico, la mayor posibilidad
de confusién se presenta frente a la mononucleosis infecciosa u otras
reacciones leucemoides linfotéxicas. La serologia virica y la evolucion
clinica ayudan a aclarar el diagnéstico. Las metéstasis medulares
masivas del neuroblastoma, rabdomiosarcoma, o del cancer
anaplasico de pulmén, entre otros, pueden dar una imagen de
leucemia aguda. Las localizaciones medulares de linfomas
centrofoliculares de células no hendidas y citoplasma basofilo pueden
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crear problemas diferenciales con las leucemias monoblasticas

agudas "%,

Asi mismo, la forma de poder diferenciar un sindrome
mielodisplasico con exceso de blastos o en transformacion de una
leucemia aguda se establece por la presencia de signos
dishemopoyéticos intensos, promielocitosis y promonocitosis. En las
LMA se precisa que mas del 30% de las células sean blasticas para

diferenciaria de los sindromes mielcdisplasicos **°.
Datos hematoldgicos en sangre periférica:

Los hallazgos hematolégicos se relacionan con la infiltracion
jeucémica de la médula 6sea que lleva a anemia, leucopenia, vy
trombocitopenia, y con la liberaciéon de células leucémicas a la sangre

periférica.

Todas las formas de leucemia aguda se acompafian de una
anemia normocitica normocromica, que incluso en sus primeras
etapas deprime la concentracion de hemoglobina a 6-10 g/dl. No hay
cambios morfologicos caracteristicos. El nivel de reticulocitos puede
ser normal, bajo o minimamente elevado en respuesta a la

hemorragia ‘2%,
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CAPITULO 9
~ LEUCEMIANO LINFOCITICA AGUDA CON
ALTERACION DE LA LINEA
GRANULOMONOCITICA (G/M)
PRINCIPALMENTE

9.1. CUADRO CLINICO DE LEUCEMIA
MIELOMONOCITICA (M 4) Y MONOCITICA (M5)

En terminos generales el cuadro clinico de las leucemias agudas
es similar para todas las formas citolégicas con algunas variaciones
especiales de algunas de ellas.

Los datos clinicos frecuentes al inicio de la enfermedad son:
fiebre alta, postracion, cefalea, malestar general, etc. En la
exploracion fisica los haflazgos mas frecuentes son: palidez,
hepatomegalia, esplenomegalia, adenopatias y purpura. Las
hemartrosis y la epistaxis no son frecuentes como sintoma de
leucemia aguda. La hemorragia post-amigdalectomia y post-
exodoncia es la primera manifestacién hemorragica de una leucemia
aguda. Las hemorragias gastrointestinales, genitourinarias, del
sistema nervioso central y las metroiragias se presentan con relativa
frecuencia durante el curso de la enfermedad. Las hemorragias del
conducto auditivo y del fondo de 0jo son frecuentes y causan vértigo
y ceguera parcial o total, hay una relacién directa entre la intensidad
de los signos hemorragicos y la presencia de fiebre.
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Las manifestaciones infecciosas se presentan con mayor
frecuencia a nivel de cavidad oral y garganta. Puede presentar

ulceras de ia mucosa oral, la faringe y el tracto respiratorio superior
5475

En el estudio clinico pueden presentarse signos morfolégicos de
mielodisplasia que afecta simultdneamente a las lineas eritroides,
granulocitica y megacariocitica; se observa en el 12-15% de
leucemias agudas de novo. Los pacientes con morfologia
mielodisplasica son ubicados, con mayor frecuencia, en la variedad
M6, M7 y M4 y practicamente nunca en la variedad M3.

En las LMA, las adenopatias sélo suelen apreciarse en los
subtipos con componente monoblastico (M4 y M5) y también en estos
subtipos son caracteristicas la hiperplasia gingival y tumoraciones
oOseas 0 en la piel, asi como una mayor frecuencia de infiltracién del
SNC en la que se observa disfuncién de los nervios craneales, y debe
sospecharse cuando la exploracion fisica muestra edema papilar,
paralisis de los nervios craneales o signos de meningitis en

comparacién con los restantes tipos de leucemias mieloides **7°.

Las coagulopatias relacionadas con la liberacién de productos de
ruptura de las céluias leucémicas son complicaciones graves que
pueden estar progresando en el momento del inicio del proceso ©
hien presentarse durante el tratamienio de induccidn. La coagulacion
intravascutar diseminada (CID) aparece mas a menudo en asociacion
con una LMA M3, pero también se observa en la LMA M4 y M5, y
menos frecuentemente en asociacién con otras leucemias agudas.
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Las coagulopatias se asocian igualmente con infecciones sistemicas o
con deficiencias de factores en el inicio de la enfermedad y pueden
contribuir a empeorar los efectos de la trombocitopenia 2518208

En 1983 se describid una variedad de leucemia mielomocitica
aguda, que cursa con eosinofilia medular atipica y anomalias
cromosémicas en el par 16, la cual se denomina variedad M4 con
eosinofilia. Representa el 5-6% de las LMA y el 20% de las M4
clinicamente se distingue por alto nimero de remision completa y
aparente mayor duracion de la remision y supervivencia que la M4 sin
anomalias del cromosoma 16, y se le considera una LMA de buen
prondstico. No obstante, en esta subvariedad se observan en
ocasiones recaidas en el sistema nervioso central, en forma de

afeccién leptomeningea y mieloblastomas intracerebrales.

La M5 clinicamente predomina en adultos de mas de 40 afios ¥y
en nifos menores de 2 afos. Existe una forma asociada con el
nacimiento que afecta frecuentemente a la piel y que, en ocasiones,
presenta una remision espontanea transitoria.

Probablemente relacionada con las propiedades fisicas de
adhesividad, deformabilidad y movilidad de Ilos monoblastos
leucémicos, la frecuente participacion extramedular se explica en el
diagnéstice de las recaidas. Los tejidos y los 6rganos mas afectados
son piel, SNC, encias, ganglios, higado, bazo y pulmones. Hasta un
7% de los pacientes puede presentar infiltracibn meningea al
diagnéstico '®°.
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9.1.2. PRUEBAS DE LABORATORIO EN EL
DIAGNOSTICO DE LEUCEMIA
MIELOMONOCITICA (M4) Y MONOCITICA (M5)

Hallazgos Hematolégicos. En el examen morfologico debe
ponerse especial atencion a las caracteristicas del nicleo: su grado
de inmadurez determinado por la finura de la cromatina, la presencia o

no de nucléolos y ta forma y contormno del mismo nacleo ™12,

La naturaleza de las inclusiones citoplasmicas particularmente
granulos primarios o secundarios, granulacion azurdfila, vacuolas y
cuerpos de Auer, son puntos claves en el diagnéstico. igualmente, la
proporcion de citoplasma basofilico es importante para juzgar el grado
de inmadurez; un citoplasma abundante que no es azul €s un rasgo
caracteristico de mayor madurez '’. Si la leucemia es de predominio
monocitico o mielomonocitico, las céluias leucémicas tienen tipico
aspecto monocitico con nucleos deprimidos, plegados, de forma
iregular con cromatina fina y 3-5 nucléolos. El reborde citoplasmatico
bastante ancho, contiene vacuolas y granulos citoplasmaticos que

pueden fusionarse formando cuerpos de Auer "*°.

El diagnostico de M-4 y separacion de M-2 y M-5 requiere de ia
evaluacion de sangre periférica y médula 6sea. En meédula, los blastos
son > al 30% de las células no eritroides. La suma de mieloblastos,
promielocitos, mielocitos y granulocitos tardios es 30% 6 mas pero
menos del 80% de céluias no eritroides. Mas del 20% de las células
no eritroides son de la linea monocitica en diferentes estados de

maduracion; usualmente ellos son promonocitos y monocitos. Cuando
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las células monociticas exceden el 80% el diagndstico es M-5
(leucemia monocitica). Cuando la MO presenta las caracteristicas
arriba senaladas y la cuenta de monocitos en sangre es 5 x10%/ 6
mas, el diagnéstico es M-4, se establece si mas del 20% de
precursores de la MO son monccitos como se muestra en reacciones
citoquimicas o si la concentracion de lizosima excede tres veces el
valor de referencia del laboratorio. (ver fig 9.1a) 7>1771%,

Un pequeiio porcentaje de casos con M4, los eosindfilos que
estan presentes en la médula 6sea, usualmente suman un 5% o mas

de células no eritroides 17125177180

En la M-4eo los eosinéfilos contienen granulos grandes,
iregulares y de inclinacién tintoral baséfila, mezclados con granulos
normales. El nicleo es de aspecto monocitico (no segmentado). Los
granulos eosindfilos son, a diferencia de los normales, cloroacetato
esterasa y PAS positivos. Como poseen apetencia tintoral basdéfila,
para diferenciarios de la auténtica granulacién basoéfila se impone la
demostracion de la negatividad de la enzima omega-exonucleasa que
solo es positiva en la serie basofila-mastocitica. Aunque raro, las
células con estas caracteristicas pueden ser identificados en
pacientes con M2, pero en la mayoria de estos casos de M2 con
eosindfilos carecen de granulos anommales observados en M4 con
eosinofilia (fig 9.1b). El examen ultraestructural de los eosinéfilos

muestra importantes anomalias '*7%"77-'%
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A) B)

Fig. 9.1 A) Leucernia aguda mileobtastica M4; y B) Leucemia aguda milecblastica MAEO

Ei diagndstico de M-5 esta basado en la apariencia de la médula
osea. Un criterio suficiente: 80% 0 mas de células no eritroides son
monoblastos, promonocitos © monocitos. Dos subtipos son
reconocidos: diferenciados pobremente o monoblastos (M-5a) y los

diferenciados o monociticos (M-5b) "7 .

Para M-5a un 80% o mas de las células monociticas son
monoblastos. Las células tienen un delicado hilo de cromatina, y
ocasionalmente arriba de tres nucléolos vesiculares prominentes. El
citoplasma es voluminoso, a menudo muestra uno mas seudopodos,
es basofilico y puede contener raramente granulos azurdfilos. La
seudopodia puede ser mas translicida que el resto del citoplasma

dando la apariencia de una doble membrana 7%,
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M-5b menos de 80% de las celuias monociticas son monoblastos
los restantes serian promonocitos y monocitos pero la proporcion de
monocitos en la sangre es mas alta que en la MO. Estas células son
similares a los monoblastos pero tienen un gran nucleo con una
apariencia cerebriforme; (fig. 9.2) el nucléolo puede estar presente
pero el citoplasma es menos basofilico, tienen una apariencia de
cristales de tierra gris y finos granulos azurofilicos esparcidos por

todos lados 75177180,

En ambos tipos pocas células pueden contener bastones de

Auer. El diagnéstico puede confirmarse por la reaccion de la
14,75,125,180

estereasa no especifica

Fig. 9.2 Leucemia aguda mielobiastica TM5a y M5b
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9.1.2.1. Métodos citoquimicos

La citoquimica -el complemento mas antiguo de la citologia
convencional- estudia 1a composicion quimica de la célula y permite
precisar {a localizacidon topografica de diversas sustancias,
considerdndose como un nexo de unidon entre la morfologia y
bioguimica, al conjugar forma y funcién. Mediante técnicas
citoquimicas puede ponerse de manifiesto en o que a células se
refiere diversos principios inmediatos, enzimas oxidantes o hidroliticas

y compuestos inorganicos entre otros %180,

La reaccién enzimatica de las oxidasas es una prueba

insustituible en la diferenciacion entre células mieloides y linfoides
14,198

La positividad de la mieloperoxidasa a nivel optico en la
granulacién primaria 0 a nivel electronico, en su ubicacién en la
cisterna perinuclear y reticuloendoplasmatico rugoso, es hoy por hoy
el mejor marcador mieloide. El interés en su estudio no se limita sélo a
la filiacion blastica, sino que la constatacién de un déficit total o parcial
en ia mieloperoxidasa en una céluia granulopoyética semimadura o
madura apunta a su pertenencia a una clona mieloide patologica,
permitiendo diferenciar hemopatias primarias de reacciones

neutrofilicas secundarias ' '8%1%

Las estereasas inespecificas (naftol-AS-D-acetato, naftolacetato,
naftilbutirato esterasas son otros de los clasicos en la identificacion
celular, su positividad y fluorosensibilidad se constata en las
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leucemias monociticas tanto agudas como cronicas y dicha técnica
debe de aplicarse siempre que interese resaltar el componente
monocitico de una poblaci6n celular %1821,

En las leucemias mielomonociticas y monociticas las reacciones
de peroxidasa, negro de Sudan B y naftol AS-D cloroacetato esterasa
son negativas, y la actividad de a-naftol AS-D acetato esterasa es
fuertemente positiva, pero inhibida por el floruro de sodio, reaccion
que es diagnodstica de los monocitos, ya que la a-nafto! AS-D acetato
esterasa granulocitica no se inhibe con NaF "*'®_(En la tabla 9.1 se
detallan las pruebas citoquimicas mas caracteristicas de las diferentes
variedades de leucemias mieloblasticas aceptadas por el grupo FAB).

Valores siempre elevados de lisozima se han hallado en el suero
y orina de pacientes con leucemia aguda mielomonocitica ¥y
monocitica®. La elevacién de la lisozima urinaria es responsable de
una reaccién positiva de proteina urinaria y de una peculiar disfuncién
glomérulotubutar. La elevacion de lisozima sérica da lugar a un pico y

monoclonal en el electroforetograma sérico 780198,
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Tabla 9.1 Comportamiento citoguimico de ias leucemias agudas mieloides

75,180

Reacciones M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7
citoquimicas
Mieloperoxidasa/ | + ++ ++ ++ 4+ + -
Negro Sudan B (en ceélulas
. mieloides)
ANA-esterasa - - - +- s - +
|
. {sensible i
‘NaF) ’
3 .
Fosfatasa dcida | +/- [ +/- +/- +- + - - +
PAS +/- + + .+ + - 44 +
(difusa) | (difusa) (dift;sa yvio |{difusayo’ (en
granuiar) | eritroblastos)

granuiar)

Cuando no existe estigmas seguros de diferenciaciéon mieloide

ANA = a-natil acetato; PAS= acido periodico de Schiff

de LMA

como bastones de Auer,

mieloperoxidasa positiva, conviene proceder a la inmunofenotipicacion
celular. El analisis inmunofenotipico tiene como objetivo no el detectar
la leucemia aguda, sino el asignar el linaje a la proliferacién blastica
ya establecida. Ciertas combinaciones de anticuerpos pueden definir
inmunofenotipos “Unicos” que pueden ser de utilidad en la deteccion
de enfermedad minima residual al distinguir poblaciones normales de

astiilas
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9.1.2.2. Inmunofenotipicacion en el diagndstico
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precursores hematopoyéticos y proliferaciones leucémicas de baja

frecuencia. Es aconsejable realizar el estudio con al menos dos

anticuerpos monoclonales (AcMo) representativos de cada linea

celular hematopoyética, lo que permite la tipificacién en la mayoria de
los casos '%62%.

Los antigenos de superficie de los leucocitos se pueden clasificar
por sus reacciones con grupos de AcMo en varios -grupos de
diferenciacion-- (CD: del inglés <Clusters of Differentiation... Se
conocen 78 CD que agrupan a AcMo de caracteristicas similares y/o
idénticas y se hallan definidos por un ndmero un grupo o CD. Un
grupo o CD puede incluir una serie de AcMo que detectan diferentes
epitopos de una molécula y, por tanto sus propiedades funcionales,
bioquimicas y su reactividad con las células hematopoyéticas pueden

no ser idénticas 86138180

La inmunofenctipificacion se realiza mediante ia inmunocitologia,
la cual plantea como objetivo la deteccién, identificacién y localizacién
de diversos componentes celulares mediante el reconocimiento de la
reaccién entre estos y los anticuerpos policlonales o monoclonales
comrespondientes, formandose un complejo antigeno-anticuerpo en el
lugar de la reaccién: La deteccion de antigenos inicialmente se realizé
por técnicas de inmunofluoresencia indirecta a nivel de microscopia
de fluoresencia vy posteriormente por inmunocitoquimica,
(inmunoperoxidasa o inmunofosfatasa alcalina- FAAFA-) sobre céluias

fijadas "*%'%.
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En los altimos afos, la citometria de flujo (CMF) ha adquirido gran
difusién debido fundamentalmente a su rapidez, objetividad y facilidad
para emplear dobles y triples marcajes directos, incluida 1a deteccion
de antigenos citoplasmaticos. En este sentido, no se debe olvidar que,
en células hematopoyeticas precursoras, 10s antigenos primero
aparecen en el citoplasma y luego en la membrana ( ejemplo: CD22

en linfocitos B, CD3 en linfocitos T y CD13 en células mieioides)
136,177,180,213,231

La CMF estudia cada una de las células presentes en la muestra,
las cuales son transportadas por el fluido para ser iluminadas por un
rayo laser, obteniéndose un andlisis multiparamétrico de las
propiedades fisicas y bioldgicas celulares. EI AcMo unido al antigeno
de membrana, marcado con fluorocromo se manifiesta al ser exitado
permitiendo clasificar cada célula de acuerdo a la dispersion de la luz
y la emisién de la fluorescencia ",

En ias LMA el estudio inmunofenotipico tienen aparentemente,
menor utilidad que las LAL. Los primeros antigenos en detectarse en
la diferenciacién hematopoyética mieloide normal son CB33 y CD13.
La utilidad de los AcMo en el diagnostico de las LMA se centran en las
M7 y MO (indiferenciadas) y quizd también en el variante
microgranular de la leucemia promielocitica (HLA DR-) que,
morfologicamente, puede plantear problemas diagnosticos con la M4
(HLA DR+), asi como para distinguir la M5 de algunos linfomas
leucemizados con los que puede presentarse confusion. La
diferenciacion monocitoide la M4 y [a M5 a menudo expresan CD14 y
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CD11 en la tabla 9.2 se resume la relacion entre {a morfologia FAB y
los marcadores de membrana en LMA 175177180

Tabla 9.2 Asociacién entre marcadores de membrana-clasificacion FAB®.

Anticuerpos | M1 | M2 | M3 | .m4:.| M5 M7
HLA-DR + + - +/-
CD34 + +H- - +-
CD33 + + + +-
CD13 +- + + +-
cD11 - + +- ?
CD15 - + +- -
CD14 - +- - +]-
Glucoforina A - - - -
CDa1 - - - +

9.1.2.3. Hallazgos afines de laboratorio

Rara vez las células leucémicas sintetizan excesiva IgG, que fleva
a paraproteinemia y proteinuria de Bence Jones.

La exploracién del Liquido Cefalorraquideo LCR es una parte
importante de la valoracién del paciente con leucemia aguda. Cuando
sea posible se realiza una puncién lumbar después de la correlacion
de la trombocitopenia, pues la puncion se asocia en ocasiones con la
formacion de un hematoma. Este hematoma puede causar una
compresion de la médula espinal y hacer necesara la descompresion

neuroquirirgica. El LCR se analiza para determinar |a presencia de
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células anormales. Una glucosa baja, unas proteinas altas, 0 ambas a
la vez, en el LCR puede acompanarse de leucemia o de infeccion. Se
realizan cultivos microbioloégicos para identificar algian agente

infeccioso .

Se realiza un perfil quimico completo de la sangre. La ruptura de
las células leucémicas puede causar la liberacidn de éacido urico,
aniones organicos y otros productos metabolicos que provocan
hiperuricemia, hipomagnesemia e hipocalcemia. También se observa
una hipercalcemia sintomatica. La elevacion de urea en sangre o de la
creatinina sérica pueden sefialar una insuficiencia renal aguda que

raramente aparece en la nefropatia debido al acido drico.

Debido a los problemas de coagulacion intravascular diseminada
en las variantes M3, M4 y M5 en el momento de la presentacion es
necesario realizar pruebas de funciéon de la coagulacién dado que

pueden estar afectados el tiempo de trombina entre otros *'.

9.1.2.4. Estudios Citogenéticos en el diagnéstico
de M4 y M5

La investigacion en el area de la genética orientada al estudio de
las neoplasias, ha permitido grandes avances en el entendimiento del
fenomeno de la transformacion maligna al descubrir alteraciones
cromosicas utiles en el diagnostico y pronostico de las entidades

neoplasicas 48177180
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En las leucemias se han encontrado alteraciones
correspondientes al nimero y a la estructura cromosémica. Para el
estudio de estos cambios sabemos que una clona es una poblacion
celular que se ha derivado de una simple célula progenitora. Se infiere

este origen clonal cuando las células tienen la misma 0 muy similar
" anormalidad cromosémica. Cuando la aberracion implica la pérdida
de un cromosoma, este cambio debe estar presente por [o menos en
tres metafases V77130,

El nimero modal es el nimero cromosémico ¢on mayor
frecuencia en la poblacidn de células leucémicas y la linea o estirpe
celular es la constitucion cromosémica mas frecuente, teniendo en
cuenta tanto alteraciones estructurales como numeéricas. Cualquier
variacién de la clona principal es una sublinea.

Con técnicas habituales de bandas, cerca de 50% de los
pacientes con LMA presentan alteraciones cromosomicas
identificables. El porcentaje aumenta a cerca del 100% si se utilizan
técnicas de alta resolucion cromosémica o técnicas de hibridacion in

situ por fluoresencia (FISH, por sus siglas en inglés) ™"77-'%,

Las alteraciones cromosdmicas mas frecuentes de las M4, M5
son: la t(8,16) (p11;p13). Su frecuencia se cifra en el 0.4% de las
LMA, incide por igual en todas las edades y se advierte sobre todo en
leucemias de novo . En la M4 la alteracién cariotipica siempre
involucra el brazo largo del cromosoma 16 (16q;22) y se constata
como anomalia mas frecuente la inv (16), seguida de la t (16,16). En
M5 citogenéticamente se detectan anomalias del 11q en el 35% de las
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M5 (mas frecuentes en las M5a), un 10% presenta t(9;11), anomalia

que transloca el oncogen c-ets-1 a 1a region del gen del alfa interferdn

en el cromosoma 9. En la tabla 9.3 se describen las alteraciones

especificas tanto de M4 como M5

109,113,120,177,180,208

Tabla 9.3 Asociaciones citogenéticas especificas de M4 y M5'™.

Anomalia cromosémica % de pacientes

Mdeo

M5,M4

inv(16} {p13,G22)/t(16;16)
(p13;p22) 90-100%

1(9;11) (q22,23)
del(11) {(g23)

t(10;11) (p11-p15;923)
t(11:17) (q23;925)
t(11;19) (q23;p13)
t(11g13; g23), del (11)
(q23)

{1:11) (q21,923)
(2;11) (921,923)
t(6;11) (q27;923)
inv(10;11) {(p11,023q24)

Las alteraciones citogenéticas se correlacionan con la duracion

de la remisién y con la supervivencia de los pacientes y se ampliaran

en la presentacion, las consecuencias de los rearreglos cromosémicos

con las modificaciones a nivel molecular de 10s oncogenes, fos genes

homedticos, el recepior del acido retinoico, los receptores de las

células T, las interleucinas, los interferones, y los genes de las
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cadenas pesadas y las cadenas ligeras de las inmunoglobulinas
75,177,180,206

Asi mismo, con las técnicas citogenéticas se pueden establecer
valores de referencia de la cinélica de proliferacion celular,
abermraciones cromosomicas e intercambio de cromatides hermanas
(ICH), que son parametros dtiles en la investigacion de los
mecanismos de control del crecimiento y envejecimiento; en el estudio
del efecto citotdxico, citostadtico y clastogénico de drogas
antineoplasicas, y de farmacos y de otros agentes fisicos quimicos y
biolégicos V7180,

9.1.2.5. Biologia molecutar en el diagnéstico de
leucemias

La necesidad de implementar técnicas rapidas, exactas y
reproducibles, se a presentado en el area de la biologia molecular
(reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)), ya que ha
revolucionado la comprensidon de la transformacién maligna y de la
patogénesis del cancer. A su vez el estudio de la transformacién
maligna ha permitido conocer los procesos moleculares y genéticos
que gobieman el crecimiento y la proliferacion de las células
normales. Por un lado, la existencia de aberraciones moleculares
selectivas y especificas y, por otro, el desarrollo de técnicas de
amplificacién de &acidos nucleicos abrieron el campo al diagnéstico
molecular en el manejo del paciente. La caracterizacion de las
alteraciones moleculares presentes en la muestra, ademas de apoyar
al médico en la identificacidn del tipo o subtipo tumoral, ofrece
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también un marcador que identifica a las células de la neoplasia, lo

que permite el seguimiento y la vigilancia de! paciente durante y

después del tratamiento **177:179.180

9.2. TRATAMIENTO

9.2.1. QUIMIOTERAPIA

El tratamiento de las leucemias agudas se encamina a lograr la
‘remision completa® en una primera fase de induccion. Se utilizan

agentes quimioterapicos que se denominan ciclos. La remision
completa (RC) es un control de la enfermedad; definida como la
reduccion de células leucémicas a niveles no detectables;
normalizacién de la funcion de la médula ésea completa y de los
parAmetros de la biometria hemdtica (cifras de hemoglobina,
granulocitos y plaquetas);, desaparicién de las organomegalias y
recuperacion del estado clinico normal. La valoracion objetiva de este
logro se realiza medianie el examen de médula 6sea o sangre
periférica. Esta no indica de forma precisa la cantidad de leucemia
residual y es un término utilizado cuando la presencia de blastos en
médula dsea es inferior al 5%. Se ha calculado que en la RC el
numero inicial de células leucémicas estimado en 10'?, se reduce 2
logaritmos, es decir, a 10", La remisién completa traduce, por lo
tanto, si no se especifica lo contrario, una valoracion citomorfoldgica
de la carga leucémica residual. Probablemente, y en un futuro
inmediato, deberd especificarse si esta remisién es morfoldgica,

citogenética o, incluso molecular '5%%°,

200




En el tratamiento de LAM los esquemas actuales, incluyen
basicamente la combinacién de una antraciclina (Daunorubicina,
Doxorubicina 6 Idarubicina) y Arabindsido de Citosina (ARA-C}, mejor
conocido como el esquema del *7 + 3", es decir administracion por 7

dias con ARA-C y 3 dias con Daunorubicina, cerca del 65% de los
‘ pacientes con leucemia mieloblastica aguda logran la ansiada
remision completa después de 1 a 2 ciclos de tratamiento. El
Etoposide también a sido utilizado para inducir la RC en pacientes con
LANL en un 25% 16,54,95,105.115.158,180,131'

La siguiente etapa de manejo, una vez alcanzada la remision
completa comresponde a la postremisién, donde puede administrarse
de acuerdo a la variedad de leucemia la respuesta inicial y la edad del

paciente 133180,

Terapia_de mantenimiento. Con dosis bajas de quimioterapicos

mantener secuencia sin ocasionar mielosupresién, al menos excesiva
por periodos variables de 1 a 3 afios **®

Terapia de consolidacién. Han mostrado ser efectivos. Pueden

efectuarse mediante la administracion de nuevos tratamientos (entre
uno o tres) iguales o similares al de induccion, generalmente mas

cortos 158,180.

Terapia de intensificacién consisten: en administrar ARA-C a altas

dosis durante periodos cortos, durante 4 dias asociado con otro

citostatico (p.ej. mitoxantrona) 1011923223
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Tratamiento posconsolidacion. Segun el criterio mas extendido, el

mejor tratamiento para prevenir la aparicion de recidivas es el
Transplante de Médula Osea (TMO). Entre un 60 y 65 % de los
pacientes menores de 18 afos sometidos a TMO en primera remision
puede ser mantenida durante 5 afios. Las recidivas son escasas
pasados dos anos después del TMO. El principal probtema radica en
que solo un tercio de los pacientes disponen de un donante de médula
adecuado y en la alta morbilidad y mortalidad (entre un 15 y 20 %)
derivadas de las complicaciones de esta técnica (enfermedad injerto-
contra-huésped, neumopatia intersticial, infecciones y enfermedad
venooclusiva, entre otras ) 8177189,

Méas adelante se revisan con mayor detalle las caracteristicas y
aplicaciones de los Transplantes de Médula Osea .

Tratamiento_sobre el Sistema Nervioso Cenfral El riesgo de

recidivas en SNC es mayor en los tipos M4 y M5 y en las formas con
hiperleucocitosis.  Sin embargo, la mayoria de los protocolos
consideran que debe aplicarse un tratamiento preventivo en todos los
pacientes. Por lo general se utiliza quimioterapia intratecal con
metotrexano y ARA-C en un fotal de 5 a 6 dosis. Este tratamiento se
completa con el administrado por via sistémica en los casos en ios
que se utilizan dosis altas de ARA-C por via intravenosa. En los
pacientes sometidos a TMO en que se administre irradiacion corporal

total, ésta también contribuye a prevenir la residiva en SNC 144180,
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Tratamiento de las residivas. En los pacientes sometidos a

quimioterapia y que presentan una residiva debe intentarse obtener
una segunda remision mediante asociaciones de ARA-C a altas dosis
con mitoxantrona y en caso de que se consiga debe practicarse un
TMO alogénico si se dispone de un donante adecuado. En su defecto,
deberia realizarse un TMO autdlogo "%2%

9.2.2. USO TERAPEUTICO DE LOS FACTORES
ESTIMULANTES DE COLONIAS
HEMATOPOYETICAS

El uso de CSF en LMA, es controversial. Sus efectos son :
acortan el periodoc de neutropenia, inducen a las células
hematopoyéticas a entrar a fases S del ciclo celular, llevan a
diferenciacion de la célula leucémica, interrumpen el efecto
autécrino/paracrino y aumenta la funcién antimicrobiana. Los
principales estudios de los CSF entre 1990 y 1996 indican que tienen
varios usos en el tratamiento de LMA. La informacion sugiere que la
utilidad de tos CSF en la practica clinica puede ser no sélo la
reduccion del periodo de neutropenia, sino el efecto antifingico de las

citocinas 27,7374 77 132,177 181 )
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CAPITULO 10

TECNICAS DE CULTIVO IN VITRO DE MEDULA
OSEA Y SANGRE PERIFERICA

10.1. IMPORTANCIA DE LOS MEDIOS DE CULTIVO

Entre las células hematopoyéticas, las correspondientes a 10s
estadios mas diferenciados de la hematopoyesis son reconocibles con
el microscopio, mientras que las células progenitoras inmaduras no
son reconocibles mediante técnhicas microscopicas, debido a que no
poseen distintivos morfolégicos precisos: Tratdndose de células
mononucieadas pequefnas, agranulares, semejantes a pequefas
células linfoides, cuya cuantificacién se cifra en una por cada 2000
elementos medulares nucleados. Estas células solo pueden estudiarse
mediante técnicas de cultivo in vitro y el marcaje de sus antigenos de

diferenciacién por anticuerpos monoclonales "% 1%,

Los tres pilares principales en el area de desarrollo de técnicas de
clonacion de células precursoras hematopoyéticas, en agar ©
metilcelulosa han sido Bradley y Metcalf (1966) en Australia, Pluznik y
Sachs (1965) en Israel, y Mc Culloch y colaboradores (1968) 7313214,

Los sistemas de cultivo in vitro; desarrollados en las dos ultimas
décadas han supuesto un gran avance en el conocimiento de la
hematopoyesis humana, tanto en situaciones fisioldgicas como
patolégicas.
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Inicialmente se demostrd, in vivo, la existencia de una célula
hemopoyética pluripotente murina. Este hallazgo se debe a los
estudios realizados por Till y Mc Culloch en 1961.

Posteriormente se desarrollaron las técnicas de cultivo in vifro de
los dife_rentes progenitores hemopoyéticos comprometidos de la
médula ésea de ratén, que fueron adaptandose a la médula ésea
humana.

El 0.3 % de las celulas nucleadas de la médula 6sea son células
progenitoras hematopoyéticas, y el resto son células ya maduras las
cuales ya no se dividen e incluso muchas de ellas mueren; cada una
de las células germinativas (0.3%) proliferan en el medio de cultivo
semisolido adecuado y dan origen a Unidades Formadoras de Colonias
0 Células Formadoras de Colonias (CFU o CFC), dentro de estas
algunas van a producir colonias de tipc granulomonocitica (CFC-GM),
eritroide (BFU-E, CFU-E), megacariociticas (BFU-Meg, CFU-Meq) y
linfoide T y B. Con las distintas técnicas de cultivo y las condiciones
adecuadas, los diferentes progenitores hematopoyéticos
indiferenciados son capaces de formar colonias constituidas por
elementos en todos los estadios evolutivos de la linea hemopoyética a
la que pertenece ‘%,

La puesta en marcha de la técnica de cultivo in vitro para [a célula
hemopoyética pluripotente humana supuso muchas dificuftades y su
logro se debe a los trabajos realizados por Fauser y Messner en
1978%.
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El descubrimiento de los factores de crecimiento hematopoyéticos
fue grandemente facilitado por la habilidad de crecimiento de las
células hematopoyéticas in vitro. Estos ensayos son capaces de que
precursores hematopoyéticos indiferenciados puedan proliferar y
diferenciar en todas las lineas celulares hematopoyéticas .

10.1.1. UNIDAD FORMADQORA DE COLONIA

Mayani y Lansdorp mostraron que las células tronco (CD 34%)
derivadas de la médula 6sea adulta o de cordén umbilical pueden
separarse en diferentes subpoblaciones de acuerdo a la expresion del
antigeno CD45RA (isoforma del antigeno comun de ios leucocitos) y
del antigeno CD71 (receptor de transferrina). De esta forma, las células
tronco que expresan aitos niveles de CD45RA y bajos niveles de CD71
daran origen a los progenitores mieloides (CFU-G), mientras gque las
células tronco que expresan bajos niveles de CD45RA y altos niveles
de CD71 daran origen a los progenitores eritroides (CFU-E). En
contraste las células tronco que expresan bajos niveles de CD45RA y
de CD71 daran origen a los progenitores mixtos (CFU-GEMM) ',

Por lo que las unidades formadoras de colonias (CFU}, son
células que se originan de la diferenciacion de la célula tronco. Cabe
resaltar la amplia participacidn de la interleucina 3 durante la

diferenciacién hacia la linea mieloide y la linea eritroide '*.

Existen dos tipos de progenitores eritroides la BFU-E y CFU-E,
estos representan estadios secuenciales de la maduracion eritroide.
Las células formadoras de “bursas” eritroides (BFU-E), se les
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denomina asi por su caracteristica de crecer in vitro formando
agrupaciones de varias colonias. La célula formadora de colonia
eritroide (CFU-E), produce colonias de tamafo pequefio que estan
constituidas por células que contienen hemoglobina; la eritropoyetina
actia estimulando la division celular de los progenitores ernitroides y su
posterior maduracion a proeritroblasto 8180201228

La unidad formadora de megacariocitos (CFU-Meg) requiere la
presencia de la trombopoyetina y el factor de estimulacion del

crecimiento megacariocitico. 5130228

Las caracteristicas mas importantes de CFU-GEMM son: el
tamano de la célula que oscila entre 25 a 30 u de diametro, el nicieo
ocupa el 76 % del area celular, los nucleos son visibles y el citoplasma
presenta afinidad tintorial basofilica. Esta unidad de colonias mixtas,
contribuye a la produccién de los granulocitos, eritrocitos, monocitos y

macréfagos 124,132,180

La caracterizacion funcional de las células CD 34" ha sido de
particular importancia en los ultimos afos no sélo para entender las
bases bioldgicas de la hematopoyesis si no también en términos de
aplicacion clinica, ya que se ha mostrado que poblaciones
enriquecidas de células CD34" pueden ser expandidas en cultivos in
vitro suplementados con diferentes citocinas, un procedimiento con
potenciales aplicaciones en el transplante autélogo .
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10.2. SISTEMAS DE CULTIVO PARA MEDULA OSEA O
SANGRE PERIFERICA

En 1a actualidad existen tres sistemas de cultivo in vitro de células
hemopoyéticas.

1) Los cultivos semisdlidos
2) Los cultives liquidos con estroma medular

3) Los cultivos liquidos sin estroma medular

10.2.1. CULTIVOS SEMISOLIDOS

Los cultivos semisélidos se basan en las caracteristicas propias
del medio, ya que, este permite proporcionar el soporte adecuado e
inmovilizar las células, en presencia de factores de crecimiento
hematopoyéticos apropiados, las células precursoras hematopoyéticas
proliferan unidas sin dispersarse y producen una colonia clonal de
células diferenciadas, la que puede ser detectada cuando se observa
al microscopio invertido 3%, Los cultivos semisélidos cominmente
utilizados son agar, metilcelulosa o plasma coagulado; duran
aproximadamente entre 14-18 dias y después empiezan a perder
consistencia e integridad, debido a su tiempo de vida se les denomina

cultivos de corto-término %,

La primera caracteristica de este sistema permite el conteo de
colonias, con lo cual es posible inferir el nimero de células precursoras
en la poblacién celular inicial. Ya que hay una relacion lineal entre el

namerc de colonias formadas y el numero de células cultivadas. La
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segunda caracteristica de los cultivos clonales es la relacion dosis
respuesta que existe entre la cantidad de factor de crecimiento y el
numero de colonias formadas. La relacion dosis-respuesta es de tipo
sigmoidal donde se tiene una fase lineal y una fase de meseta. La
porcién lineal en la curva nos permite determinar la cantidad de
Actividad del factor de crecimiento *.

10.2.2. CULTIVOS LIQUIDOS

Los sistemas de cultivo liquido permiten que las células madre |
hematopoyeéticas (CFU-S) mas primitivas 0 bien células madre, tallo,
tronco 6 seminales proliferen, asi como, la produccion de células
precursoras de granulocitos (CFU-G), y la granulopoyesis extensiva
puede ser mantenida por varios meses (cultivos de largo-término); en
tanto que en los cultivos semisdlidos no es posible. Dexter y
colaboradores demostraron que los linfocitos, granulocitos y eritrocitos
de médula 6sea de ratén puede propagarse en cultivos liquidos, en el
que se formaran monocapas que le serviran de matriz a las células

sanguineas %4,

Los cultivos liquidos consisten de una poblacion de células
adherentes y no adherentes. La poblacion adherente contiene células
mononucleares fagociticas, células “epiteliales” y células grasas
gigantes. Esta JGitima puede ser particularmente importante para el
mantenimiento de células madre y ademas hay una fuerte tendencia en
la maduracién de granulocitos agrupados selectivamente en vy
alrededor de las areas de agregados de las células “grasas gigantes”.
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En la ausencia de estas células “grasas gigantes® no hay
mantenimiento de las CFU-S %,

Es posible manipuiarios precisamente por la ventaja de que estos
son medios liquidos que permiten recambios continuos del medio, en
intervalos de 3 a 7 dias los cultivos son “alimentados” eliminando la
mitad del medio de crecimiento (5 m!} y adicionando un volumen igual
de medio de crecimiento fresco. Por amba de un periodo de 3
semanas, el nimero de células no adherentes declina (asi como CFU-
S y CFU-C) y una placa de células adherentes {células fibroblastoides,
epitetoides y mononucleares fagociticas) vuelven a establecerse 27219
Después de tres semanas los cultivos son “recargados’ es decir
alimentados como antes, con 5 ml con medio de crecimiento,
conteniendo posteriormente 107 células de médula 6sea femoral fresca
singénica aislada {es decir, que contienen 3,000 CFU-S y 15,000 CFU-
C) a partir de ratones de la misma edad. En tales culiivos la
proliferacién de células en suspension (no adherentes) y 1a produccion
de células madre por diversos métodos modificados han sido

observadas 35213,

En comparacion con los medios semistlidos los medios en
suspencion liquida no permiten cuantificar el nimero de células
progenitoras y precursoras, por estar entremezcladas 32

En los cultivos liquidos podemos tener dos variantes: los llamados
cultivos con estroma (con capa adherente y no adherente) arriba
sefialado y los cultivos sin estroma. Los cultivos que tienen estroma no
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es necesario agregarles factores de crecimiento, por que la misma
capa de estroma provee de factores hematopoyéticos ***.

Los cultivos sin estroma evidentemente necesitan ei aporte de
factores hematopoyéticos, la mayoria son factores recombinantes
obtenidos por técnicas de ingenieria genética con DNA recombinante;
el tipo de factores que nosotros incluyamos va a depender de lo que
nosotros queramos hacer, hay factores que actian sobre células muy
primitivas y factores que actian sobre células mas maduras. Este tipo
de medios son especialmente utilizados para la proliferacion y/o
expansion de las células madre hematopoyéticas (Stem Cell) 63191220

Se han realizado estudios para conocer los efectos de los
diferentes factores de crecimiento solos o0 en combinacién sobre las
CFU-S y la supervivencia de la repoblacion de células madre a largo
plazo en cultivos de suspension liquida, algunos de éstos estudios se
han realizado por David M. et.al., quienes observaron el efecto de 10
factores de crecimiento hematopoyéticos. La IL-3, G-CSF, e IL-4 solos
pueden mantener las CFU-S en cultivos de suspension liquida, y la
supervivencia de CFU-S se ve incrementada sinergisticamente por
combinacién de IL-3 con G-CSF, IL-1a, ¥y GM-CSF y por la
combinacién de IL-4 y 6 asi como IL-1a € TNFa en cultivos liquidos
con estroma actian sinergisticamente en la produccién de GM-CSF
5206 golamente IL-3 e IL-4 solas pueden mantener la habilidad de
repoblacion a largo término en cultivos de suspension liquida, y fa
habilidad de repoblacion se incrementa por la combinacién de IL-6 o de

G-CSF con [IL-3 217100131155 Asi mismo, la IL-15 recombinante
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humana tiene un efecto directo e indirecto sobre la expresion en
células progenitoras en cultivo liquidos %. El TNF-o. es capaz de
bloquear {a diferenciacion de progenitores primitivos al mismo tiempo
que hay estimulos de proliferacién en cultivos de largo término 2.

10.3. ACONDICIONAMIENTO DE LOS MEDIOS DE
CULTIVO PARA CELULAS PROGENITORAS
HEMATOPOYETICAS HUMANAS

El acondicionamiento de los sistemas de cultivo semisolido y
liquido comprende una serie de elementos necesarios para garantizar
un crecimiento Optimo de células pluripotenciales humanas. Los
medios de cultivo contienen por lo tanto nutrientes como el suero fetal
bovino, antibidticos, sustancias inductoras de la mitosis, factores de
crecimiento de acuerdo a ia necesidad de la linea celular a proliferar y
las células hematopoyéticas en estudio. Cada tipo o sistema de cultivo
tiene sus propias variaciones, unos son semisdlidos y otros liquidos y
cada uno de elios puede ser modificado de acuerdo a un determinado

protocolo de estudio.

Existen sistemas de cultivo especiales para el desarrollo de las
lineas granulomonociticas normales humanas (Pike y Robinson), que
han permitido caracterizar las fases mas precoces del compartimiento
granulo-monocitico, a través del conocimiento de sus precursores
celulares CFU-GM, regulados humoralmente por el CSF. Asi mismo
se han desarrollado técnicas de cultivo in vitro, para  precursores
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celulares leucémicos (medios condicionados con fitohemagiutinina) de
lo cual hablaremos mas adelante.

10.3.1. METODOS FISICOS DE SEPARACION DE
CELULAS MONONUCLEARES DE MEDULA OSEA
Y/O SANGRE PERIFERICA PARA CULTIVO

Para facilitar la investigaciéon a realizar en los sistemas de cultivo,
se han implementado diferentes técnicas para purificar células
progenitoras hematopoyéticas de médula ésea humana, de sangre
periferica y sangre de cordén umbilical.

Existen suficientes datos que demuestran que el cordén umbilical
posee suficientes células hematopoyéticas para su uso en los sistemas
de cultivo in vitro, y por supuesto para ser aplicadas en los transplantes
alogénicos en nifios. '

Las muestras de meédula 6sea y sangre periférica pueden
proceder de pacientes con trastomos hematolégicos y de pacientes
sanos. La médula es colectada con heparina sédica (50 U/ml) y se
mezcla con 5 ml de medio de cultivo y se procede a la separacion
celular especifica .

Para obtener células progenitoras hematopoyéticas a parir de
sangre periférica es necesario administrar al paciente una dosis fija de
factor estimulante de colonias granulociticas G-CSF de 600 ng/24 hrs.,
durante 6 dias continuos para movilizar sus células mononucleares a la

sangre periférica, (durante un periodo de recuperacién de 1a aplasia

213



post quimioterapia tanto en la fase de induccibn como de
consolidacion) estas células se recolectan durante tres dias seguidos a
partir del quinto dia de la aplicacion del CSF, mediante féresis de flujo
continuo (Fenwal CS-3000); criopreservando las células en cada
evento®'™. Hoy en dia la practica de recoleccion de células
pluripotentes a partir de sangre periférica por citaféresis han permitido
considerar el autotrasplante de Células Progenitoras de Sangre
Periférica como una altemnativa terapéutica real de trasplante autélogo
de médula ésea.

Las técnicas de separacion con mayor éxito estan basadas en las
diferencias en :

1) tamaiio de 1a célula; 2) densidad celular (gravedad especifica);
3) cambios en la superficie celular; 4) superficie quimica de la célula
(afinidad por lectinas, anticuerpos, o medios cromatograficos 1% 5)
Dispersion total de la luz por célula; y 6) emision fluorescente de uno o

mas constituyentes celulares o anticuerpos absorbidos 2.

La técnica a utilizar dependera de los recursos econémicos con
que cuente cada {aboratorio . La técnica mas utilizada por su bajo
costo es la que se basa en la densidad cetular, utilizando soluciones de
Ficoll Hypaque y Percoll; no obstante hoy en dia la citometria de flujo
(tecnicas 5 y 6) es empleada por su especificidad en el aislamiento de
Stem cell (CD34+) 152209,

E! nimero de células para cultivo varia segun el estudio pero en

general se siembran 5 x 10* células/mi "2,
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10.3.2. COMPOSICION DE LOS MEDIOS SEMISOLIDOS

Soluciones

1.- Medio de Dulbecco Modificado por Iscove IMDM para cultivos
de agar (AIMDM)

Sistemas Semisélidos:

Estos medios se encuentran compuestos por:

IMDM 35.32g
HO 780 ml
Penicilina (60mg/ml) 1.0ml
Streptomicina (100 mg/ml) 0.4 ml
DEAD-dextran (50mg/ml solucion) 3.0ml
L-Asparagina 04g
NaHCO; 98¢g
B-Mercaptoetanol : 11.8 pl

Colocar 780 ml de agua en un matraz de 1 It y agregar un
agitador magnético. Gradualmente adicionar el polvo prepesado vy
agitar al mismo tiempo. Adicionar los demas reactivos con agitacion
continua. Ei medio es preparado libre de endotoxinas, esterilizando
mediante filiros, checar la esterilidad por cultivo y distribuir en
alicuotas de 100 ml. Estos son sellados y almacenados a 4°C. Cada
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preparacion de AIMDM se prueba por cada lote antes del uso de rutina.
El pH debe ser al alrededor de 7.1. Este no puede ajustarse si es
incorrecto. Las osmolaridad del medio preparado debe ser de 200-300.

2.- Agar: 0.6 g de agar y 100 m! de H;O. Pesar el agar en un
- matraz de 500 mi, adicionar 100 ml de agua Milli-Q, y colocar el tapén
holgadamente. Lievar a ebullicidn por 2 minutos sobre una flama de
gas. Preparar inmediatamente antes de cultivar y mantener a 45°C en
bafio de agua. Cada nuevo lote de agar debe ser probado contra el lote
utilizado comunmente. Antes de! uso de rutina.

3.- Suero feta! de ternera (FCS): El FCS es utilizado como fuente
de nutrientes en cultivos celulares. Lotes de FCS son extensivamente
probados antes de ser utilizados, para obtener resultados éptimos en
cultivos semisdlidos. Estos son también titulados para determinar la
concentracién éptima (usualmente con una concentracién final de 15-
30%); durante el tiempo de almacenaje del FCS debera estar a -20°C
minimo 2 afios y a -70°C a lo largo de 10 afios. La centrifugacion
puede ser necesaria para remover cualquier sedimento que se forme
después del descongelamiento. De lo contrario esta listo para su uso.

4 - Solucién de Eosina para el conteo de células viables: Preparar
solucion stock, 10 % (peso/volumen) de polvo de eosina-amarilla en
salina normal; mantener a 4 °C. Mezclar 0.2 ml de solucién de stock de
eosina con 8.6 mi de salina normal y 1.5 mi de FCS para preparar la
solucién de trabajo. Almacenar a congelacion.
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5.- Factores de Crecimiento Hematopoyético : Si son comprados
comercialmente, estos deben ser previamente probados para
determinar la cantidad optima requerida para la formacién de colonias.
Si los medios condicionados son preparados, estos también requieren

pretitulacién para determinar la concentraciéon 6ptima de la maxima
‘ estimulacion de colonias. Estos estimulantes deben ser divididos en
alicuotas a una concentracion de al menos 10 veces mas alta que la
usada finalmente en las placas de cultivo. Estos pueden almacenarse
- a congelacién. Pero no deben recongelarse una vez que se han
descongelado ya que puede dar como resultado una actividad
disminuida.

6.- Medio de Dulbecco modificado por Iscove de una sola capa:
Adicionar todo el polvo de IMDM (88.3 g) a 4.8 Lt de agua desionizada
doblemente destilada y mezciar suavemente. Lavar por dentro el
contenedor para remover todas las trazas de polvo. Adicionar 15.12 g
de NaHCO; (bicarbonato de sodio) y agitar: Adicionar 29.5 pi de B-
mercaptoetanol, 2.5 ml de penicilina { 60 mg/mi de solucién stock), y 1
ml de estreptomicina (100 mg/ml de solucién stock). Conservar en
contenedores con sello, mezclar la solucion, esterilizar con filtros y
almacenar en alicuotas de 500 ml en botellas selladas a 4 °C.

7.- Preparacién de mitogeno. Debe ser preparado poco antes de
su uso, algun material no usado debe ser descartado. Preparar el polvo
con 5 m! de agua desionizada, doblemente destilada. Tomar del

contenedor, y diluir 1:15 (v/v) en agua bidestilada **'%.
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10.3.2.1. Etapas de preparacion:
1. Llevar el AIMDM a temperatura ambiente.
2. Preparar la solucién de Agar.

3. Contar las células viables usando el hemocitémetro y la eosina.
(1x10° células mononucleares para ser sembradas del
pacientes y de 2x10° células en cultivos de control). También se
puede utilizar la viabilidad celular por exclusion de! azul de
tripano (0.4%) 52,132,209

4. Sacar los cultivos disponibles en resetva, indicar el nimero de
discos de cultivo, . estimulantes a emplear, y el numero de
células para cada placa de cultivo.

5. Poner et nimero requerido de placas de cultivo en la bandeja de
incubacién y numerar la tapa individualmente de acuerdo al
nimero de cultivo de reserva.

6. Adicionar los estimulantes requeridos para una apropiada placa
de cultvo como se describe en los cuitivos de reserva.
Usualmente para cada cultivo, la cantidad requerida de
estimulos es adicionada en 0.1 ml para cada placa de cultivo.
Esta cantidad puede ser menor pero no debe ser excedida
porque el agar no dispone de gel.
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7. Adicionar AIMDM, suero fetal bovino, agar y células (en este
orden), por tubo o frasco y mezclar con vortexing. Esto es
esencial para que las células sean adicionadas posteriormente
a esta mezcla, y solo después de la mezcla de los reactivos el
medio es de proporcidn-simple. Para cada grupo de cuttivo,
dejar 1 ml de medio de agar para cada cultivo, ademds de al
menos 1 ml extra por pérdida en el pipeteo. Para cada ml de
cultivo, mezclar los reactivos en la siguiente proporcion: 0.3 ml
de AIMDM, 0.2 m! de FCS, 0.5 ml de agar, 0.1 ml de células en
solucion salina normal. Estas proporciones tienen una
concentracion final de suero fetal bovino de aproximadamente el
20 % (por volumen). Si se requieren preensayos de
concentraciones altas y bajas de FCS se ajusta la cantidad de
AIMDM, de tal manera que la mezcla de AIMDM y FCS sea
igual a 0.5 ml por cada ml de cultivo.

8. Se ponen alicuotas de un volumen de 1 ml en cajas petriy con
movimientos rotatorios mezclar el estimulante y las células
contenidas en el medio de agar.

9. Permitir que el gel se mezcle y colocar en un incubador
conteniendo humedad al 100% con 5-10 % de CO; en el aire.

10.Después del periodo de incubacidon requerido (normalmente 7
dias para cultivos de murino y 14 dias para cultivos humanos )
sacar los cultivos del incubador y contar las colonias usando el
estereomicroscopio Olimpus SZ. Las colonias murinas se
caracterizan por tener mas de 50 células y las colonias
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humanas tienen mas de 40 células (algunos investigadores
cuentan como colonias humanas cuando se tienen mas de 20
celulas). El microscopio se coloca en un fondo oscuro y el lado
concavo del espejo es ajustado hasta que las células aparecen
blancas en el fondo oscuro %,

11.Posteriormente los agregados y las colonias se aislan con una
pipeta pasteur fina bajo control microscopico. Paralelamente se
separaran las placas enteras y se deshidratan sobre un porta,
realizandose un estudio morfolégico con tincién pandptica de
May-Grinwald-Giemsa y con ofras técnicas citoquimicas
(Mieloperoxidasa, Fosfatasa alcalina teucocitaria, Fosfatasa
acida, y azul de prusia) como las describe Torres et al. 3132208
También se pueden realizar analisis mediante la aplicacion de
anticuerpos monoclonales utilizandc para ello técnicas
inmunoenzimaticas, como fosfatasa alcalina anti-fosfatasa
alcalina, asi mismo poder realizar estudios citogenéticos y

caracterizacién por citometria de flujo %1742,

10.3.3. MEDIOS CONDICIONADOS

Los medios condicionados se preparan a partir de lineas celulares,
tejido aislado fresco, o de linfocitos activados que proveen de una
buena actividad estimulante de colonias;, los mas cominmente
utilizados son:

1. Placenta. Una buena fuente de GM-CSF es la placenta humana.
Las placentas frescas son finamente cortada en cuadros
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pequenos, lavada con solucién salina fria, y dispersando de 6 a
10 piezas por 100 mm de tejido en placas de cuitivo
conteniendo 20 ml de medio GIBCO con 5 % de suero fetal
bovino. Las placas son incubadas a 37 °C con CO, al 5 %,
incubar de 5 a 7 dias; el sobrenadante es removido y
centrifugado, filtrando con millipore y almacenarlo a -20 °C. Para
medir {a actividad optima se prueba una serie de diluciones, ya
que estas.pueden tener alguna actividad inhibitoria por altas
concentraciones.

. Medio condicionado con Fitohemaglutinina (PHA). Este es
preparado por incubacién de células mononucleares sanguineas
(1x10%ml) en un medio alfa conteniendo PHA-M (Difco) a una
concentracién final de FCS 1%,10 %, y 5x10° de
mercaptoetanol. Después de 7 dias el medio es cosechado y
filtrado y puede ser almacenado a -20 °C por varias semanas.

. Lineas celulares. Las lineas celulares humanas tales como la’
linea celular Mo producen factores estimulantes de colonias y se
han establecido a partir de tumores y de sangre periférica
normal.

.Capa alimentadora de células blancas sangulneas. Capas
alimentadoras de leucocitos de sangre humana han sido
utilizadas de rutina como una fuente de actividad estimulante de
colonias en cultivos de agar de dobie capa. Su mayor limitacion
es la extrema variabilidad en la produccion de GM-CSA entre
las células de diferentes donadores.
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5. Factores de crecimiento purificados. Comunmente, el GM-CSF
humano, con actividad estimulante para monocitos, eosindfilos y
granulocitos, y el G-CSF, especifico para granulocitos son
disponibles comerciaimente.

Existen dos variantes generales de los sistemas semisolidos:

Los cultivos de una sola capa.

En este tipo de cultivos la aclividad estimulante de colonias es
incorporado directamente en el cultivo y se prepara como se menciona
arriba.

Los cultivos de doble capa.

En cultivos de agar de doble capa la actividad estimulante de
colonias es proveida por una monocapa de leucocitos inmovilizados en
un 0.5% de agar. La capa inferior se prepara usando la misma formula
como para 0.3% de agar 3222827,

10.3.4. MEDIOS LIQUIDOS

Soluciones

Todos los reactivos deben ser previamente probados para checar
su habilidad de soporte o mantenimiento en el crecimiento de los
cultivos.

1.Medio de Fischer (Gibco) suplementado con 50 U/ml de
penicilina y 50 pg/m! de estreptomicina y conteniendo 16 mM
(1.32 gt) de NaHCO;.
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Para alicuotas de medio de crecimiento descrito amba en
alicuotas de 100 ml deben ser suplementadas con 10° M de
*succinato de hidrocortisona de sodio” y 20 % de suero de
caballo (el succinato de hidrocortisona de sodio se prepara
como una solucién stock en medio Fischer y se almacena a
-20 °C).

2. Cinco ratones de diferentes razas existentes, jeringas estériles
de 1 ml con aguja de calibre 21, gasas, tijeras, tapones, pinzas y
frascos para cultivo de tejido de 25 cm?

10.3.4.1. Etapas de Preparacién

1. Sacrificar al ratén donador por dislocacion cervical, desinfectar
la piet con alcohol del 70 % y remover ambos fémurs. Colectar
ambos fémurs en una caja de petri en hielo conteniendo medio
de Fischer. Un fémur contiene 1.5 -2.0x10 células nucleadas.

2.- En una campana de flujo laminar, limpiar cualquier remanente
de tejido muscular usando gasa. Detener el fémur con forceps y
cortar al final de la rodilla. EI calibre 21 necesariamente debe
caber en forma apropiada en la cavidad del hueso. Cortar el otro
extremo del fémur tan cercano a la punta como sea posible.
Insertar la punta del hueso en una botella de 100 ml en medio
de crecimiento y aspirar/ empujar el €mbolo de la jeringa varias
veces utilizando toda la médula 6sea que se salio fuera del
femur. Repetir el procedimiento con otros nueve huesos.

223



3. Dispersar en una fina suspension por pipeteo los numerosos
centros de la médula por medio de una pipeta de 10 ml. No hay
necesidad de disgregar a grupos pequeiios de células.
Deposite alicuotas de 10 ml de la suspensioén celular en frascos
de cultivo para tejido de 25 cm? agitar en forma circular la
suspension frecuentemente para hacer que la distribucion
celular sea igual en todos los cultivos. Los frascos se incuban y
se gasean con CQ, humedecido al 5 %, colocando los cultivos
horizontalmente a 33 °C.

4 Los cultivos son alimentados semanalmente. Agitando
gentilmente los frascos para suspender las células adherentes
libres. Remover con 5 ml de medio de crecimiento incluyendo la
suspencion celular, teniendo cuidado de no tocar la capa de
celulas adherentes con la pipeta. Adicionar 5 ml de medio de
crecimiento fresco a cada frasco;, evitar dafar la capa
adherente, no agregando el medio directamente sobre esta.

Gasear los cultivos y poner en el incubador '+'94228,
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10.4. MEDIOS DE CULTIVO PARA CELULAS
PROGENITORAS DE LA LINEA
GRANULOMONOCITICA (G/M)

El cultivo in vitro de ceélulas codificadas hacia diferenciacion
granulocitico/monocitica (CFC-GM) presentes en médula 6sea y en
sangre periférica, es un procedimiento ampliamente usado en los
uitimos afios tanto en estudios experimentales como en clinica

humana®>2%.

Dentro de los medios semisolidos la técnica mas aplicada para el
cultivo in vitro de las células formadoras de colonias
granulomonociticas (CFC-GM) en la médula ésea y sangre periférica
esla metodo!ogia de doble capa de agar descrita por Pike y Robinson
en 1970 '*2, El principio de la técnica descrita por estos autores se
fundamenta en que las célutas medulares puestas en suspensién en
medio de cultivo semisdlido, dan lugar a la formacién de colonias
constituidas por granulocitos y monocitos en todos los estadios
madurativos (ver fig. 10.1) . EI crecimiento de las CFC-GM requiere (a
presencia, en el medio de cultivo, del factor estimulante de colonias
GM-CSF que, como se ha mencionado previamente, esta presente en
ciertos liquidos bioldgicos como suero y orina y resulta segregado por
células de una gran variedad de tejidos y 6rganos 5262 89198, 234
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Fig. 10.1 Desarrollo de células hematopoyéticas en cultivo.
Fotografia Dr. Héctor Mayani, Hospilal de Oncologia. CMN Siglo XX|

El Factor estimulante de colonias puede ser aportado al medio de
cultivo bajo forma liquida (medio condicionado), siendo incorporado en
la suspension celular o por células secretoras incluidas en una capa
nutritiva semisoélida dispuesta bajo la capa de células diana; el factor
estimulante difunde de la capa inferior a la superior.

Preparacion de la capa inferior

Esta constituida por 9 volumenes de medio de cultivo de McCoy
modificado (adicién de suero bovino fetal, aminoéacidos, vitaminas y
penicilina-estreptomicina) y un volumen de gel de agar al 5%
(concentracion final de agar en el cultivo : 0,5%) . Previamente a la
gelificacion del medio resultante, se afadieron las células destinadas a
la produccion de CSF (leucocitos de sangre periférica de donantes
voluntarios reconocidos como buenos productores de CSF in vitro ), a
una concentracion de 1x10°ml de medio de cultivo. La suspensién
resultante se distribuy6 en alicuotas de 1ml para cada una de las cajas
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de Petri estériles de 35 mm de diametro. Tras la gelificacion a
temperatura ambiente, las cajas se colocan en una estufa a 37°C con
alto grado de humedad y atmésfera de 7,5% de CO, en el aire. Las
cajas se emplean para el culiivo a mas tardar una semana después de
su preparacion.

Preparacién de la capa superior

Esta constituida por 9 volimenes de medio de McCoy modificado
y un volumen de gel de agar al 3% (concentracién finat del agar en el
cultivo: 0,3%). Previamente a la gelificacion del medio resultante, se
introdujeron las células a cultivar, a una concentracion de 2x10%mi
para estudios en individuos normales; disponiéndose de alicuotas de
iml para cada caja de Petri conteniendo una capa inferior. Tras la
gelificacion a temperatura ambiente, las cajas de Petri con doble capa
se colocan en una estufa con atmésfera altamente humeda y 7,5% de
CO, en aire. {ver fig. 10.2).

Todo el proceso de manipulacion de éste material se realiza bajo
condiciones estériles rigurosas (material estéril, campana de fluyjo

Iaminar)“,83,85,193,228.

Las células dispuestas en el medio de cultivo se incuban durante un
periodo de tiempo que oscila entre 7 y 14 dias ®°.
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Cultivos celulares "in vitro" en la leucemia aguda

O
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Fig. 10.2. Esquema de la técnica de cultivo en agar con doble capa Pike y Robinson {317).




A las agrupaciones celulares que se forman en el medio de cultivo
se denominan agregado o colonia segun contengan un nimero inferior
o superior a 50 células respectivamente. Ademas de las CFU-GM , y
como célula intermedia entre esta y el mieloblasto se halla un
' progenitor mas diferenciado responsable de la formacion de

agregados, la Unidad Formadora de Colonias Intermedias (CIFU)
85,198,

L.a mayoria de las células que se forman en el dia 7 de incubacién
son de neutrofilos. En el dia 14 predominan las granulomonociticas y
en periodos mas avanzados los eosindfilos .

10.5. USO DE MEDIOS DE CULTIVO IN VITRO EN SMD
Y LANL CON ALTERACION EN LA LINEA
CELULAR GRANULOMONOCITICA (G/M)

La principal aplicacion clinica de los cultivos semisélidos es la
cuantificacion de células progenitoras hematopoyéticas y de esta
manera ver patrones de crecimiento en sujetos normales y sujetos con
enfermedades hematologicas. Es decir, podemos valorar el poder de
autorrenovaciéon y proliferacion de las células progenitoras
hematopoyéticas haciendo un conteo del numero de colonias formadas
en el cultivo semisélido.

En los medios de cultivo liquido, no podemos cuantificar
progenitores o unidades formadoras de colonias, pero si mantener la
hematopoyesis por largo tiempo, asi como, proliferar las celulas

hematopoyéticas.
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Los sistemas de cultivo para células hematopoyéticas y sangre
periferica se han empleado con fines de diagnéstico, prondstico y
tratamiento en las hemopatias clonales y estos pueden variar de
acuerdo al protocolo de investigacion de un grupo de trabajo; algunos
ejemplos sobre su aplicacion son los siguientes:

1. Es bien conocido que la hematopoyesis a corto tiempo in vitro, a
partir de células tronco de médula dsea y/o sangre periférica se
puede lievar a cabo en medios semisélidos suplementados con
factores estimulantes de la diferenciacion (eritropoyetina, GM-
CSF, IL-3, etc.) o con extractos de leucocitos.

No obstante poco se sabe a cerca de que es lo que lleva a
las células tronco a diferenciarse y de cémo pueden
autoconservarse. Esto se debe en parte a la incapacidad de
mantener a estas celulas por periodos prolongados in vitro. En
Meéxico, el grupo de Marché et al., en el Instituto Nacional de
Cancerologia han propuesto cultivar a las células tronco
hematopoyéticas en un medio liquido sin factores estimulantes,
suplementado con suero fetal de carnero y fitohemaglutinina,
con el objeto de mantener y diferenciar a dichas células y
permitir por una parte el conocimiento basico del proceso
hematopoyético y por otra el brindarle al clinico la posibilidad de
conocer la posible respuesta que tendrian las células tronco in
vivo a partir de su comportamiento in vitro. Punto importante en
el trasplante autdlogo *7.
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2.La produccion adecuada de ceélulas sanguineas periféricas
depende de un perfecto equilibrio de la fraccion proliferativa de
células hematopoyéticas pluripotenciales. La adquisicion de
propiedades asociadas con células maduras parece estar
asociada con una pérdida de propiedades de potencial
proliferativo. Pacientes con leucemia mieloide aguda y leucemia
mieloide cronica en crisis blastica usualmente presentan una
poblacion de células con morfologia predominantemente
primitiva y que fallaron en la adquisiciéon de ias propiedades de
células maduras. En LMA Ilas circunstancias son atin mas
complejas, ya que en algunos pacientes solamente la fraccion
granulocitaria aparece como perteneciente a la clona leucémica,
mientras que otros pacientes involucran granulocitos y también
una minima parte de precursores eritroides.

Por lo tanto, se ha observado que los patrones de
crecimiento en medios de cultivo de las células de LMA tienen
valor pronéstico predictivo, particularmente, blastos con alta
proporcion de células con capacidad de autorrenovaciéon estan
asociadas con un mal pronostico. Sobre la base de la forma de
crecimiento, la leucemia mielocitica aguda puede dividirse en un
grupo de buen pronéstico, con un indice de remision de 52 %, y
un grupo de mal prondstico, con un indice de remision de 10 %.
Se reconocen cuatro formas principales de crecimiento:
1) formacion de colonias, 2) grandes racimos (40 células),
3) pequefios racimos {20 células) y 4) falta de crecimiento. De
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ahi que, en lo futuro, el papel que jueguen los factores

estimulantes y supresores de cotonias sea definitivo **'531%,

3. En el momento del diagndstico, los patrones de crecimiento in
vitro de la células progenitoras granulomonociticas presentan
diferencias entre las leucemias linfoblasticas y las no
linfoblasticas. Los blastos de la leucemia -linfoblastica tienen
poca o nula capacidad de crecer in vitro *. En los pacientes con
leucemia aguda no linfoblastica (LANL) puede observarse un
crecimiento atipico de los elementos blasticos medulares, con
una relacion colonia-agregado andmala. Se reconocen dos
grandes tipos de crecimiento, el denominado “no leucémico” y el
“leucémico”. En el primero existe una escasa formacion de
colonias, mientras que &l segundo se registra un crecimiento de
un elevado numero de agregados (agrupaciones celulares de
menos de 50 células). A estos patrones de crecimiento se les
atibuye un valor prondstico altamente  significativo,
refacionandose a los leucémicos con escasas remisiones

completas y a los no leucémicos con un mejor pronostico %1%

El crecimiento en cultivo de la leucemia aguda humana muestra
una dependencia absoluta del GM-CSF a lo largo de toda su actividad
proliferativa, con una capacidad de respuesta en muchos aspectos
similar a la de las CFU-GM normales, aunque con un mayor potencial
proliferativo. Asi, mientras los agregados normales predominan en
fases precoces de cultivo y experimentan posteriormente fendmenos

de lisis con breve supervivencia en el medio, 1os correspondientes a
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poblacion feucémica mantienen su capacidad proliferativa ain cuando
ya han adquirido morfologia de agregado pudiendo progresar a
“formaciones de mayor tamaiio si las condiciones nutricias del medio,
fundamentalmente disponibilidad de CFS son las adecuadas. Por esta
razon, ia lectura de la proliferacion leucémica debe realizarse
tempranamehte (dias 7-10 de cultivo), dado que mas tarde puede
haber confusiones con un patrén normal {proporcién supuestamente
adecuada entre agregados y colonias) o falso aumento en la incidencia
de macrocrecimiento leucémico *.

La aplicacién de las técnicas de cultivo in vitro para el estudio de

las leucemias agudas ha sido dificil,debido a la inespecificidad del GM-
' CSF ya que este estimula la proliferacién tanto de precursoreé
normales y leucémicos. El empleo de medios condicionados con
fitohemaglutinina (PHA) permiten obtener una estimulacion “especifica”
del crecimiento leucémico. Este fendmeno es de especial interés en la
valoracion in vitro de leucemias en remision, en las que un supuesto
patron proliferativo normal con GM-CFS puede incluir agregados
leucémicos de dificil identificacion. Para algunos autores, los
precursores leucémicos que responden a PHA podrian corresponder a
la auténtica “stem cell” neoplasica, mientras los que lo hacen al GM-
CSF expresan una fase ontogénicamente posterior, en la que la baja
actividad proliferativa seria debida a mecanismos de autocontro! del
tamario de ia poblacion celular leucémica °
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A partir de medios condicionados con lisados de células
leucemicas obtenidos de ellas se demostrd, en un nimero elevado de
pacientes leucémicos la presencia de un efecto supresor humoral,
denominado LIA (‘Leukemic Inhibitory Activity’). Este efecto supresor
se ejerce sobre precursores CFU-GM de medula normal en fase activa
de médula normal, y se hace manifiesto tanto en presencia de un
aporte exdgeno tanto de CSF como en crecimiento “espontaneo” en
cambio, la proliferacién de precursores leucémicos o de precursores
normales de pacientes leucémicos en remisién, es resistente al efecto
supresar de fa LIA. Es probable que este in vivo se deba a) a la
supresion directa de la “stem cell® (mecanismos humorales,
interacciones competitivas) e interferencia con la produccion de
factores estimulantes de su proliferacién, entre ellos el CSF %4,

En téminos generales, ia normalizacion de los patrones de
crecimiento de CFU-GM durante el tratamiento de la LANL, se ha
esgrimido como un indicador de remision hematolégica, mientras que
la persistencia de un patrdn de crecimiento anémalo después de
alcanzar fa remisidn completa generalmente anuncia una recaida
teucémica '%°.

4. Las técnicas de cultivo celulares han puesto de manifiesto que
pese a la homogeneidad morfologica de las células leucémicas,
la gran mayoria de los blastos estan parciaimente
“diferenciados” y sclamente una pequena fraccidn celular (0.05-
1 %) es capaz de sufrir un nimero suficiente de divisiones in
vitro para formar una colonia. A esta poblacién celular se le ha
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denominado unidad formadora de colonias leucémicas (CFU-L).
En ifa actualidad el poder disponer de técnicas de cultivo
celulares que promueven la formacion de colonias leucémicas
ha permitido el estudio in vitro de la hematopoyesis leucémica.
Existen hasta la fecha trabajos realizados para el analisis de
LMA de novo siendo muy escasa las referencias a las
leucemias secundarias >%.

§6.La investigacion de unidades formadoras de colonias
leucémicas (CFU-L) podria emplearse para deteccion de la
Enfermedad Residual Minima (ERM), pues parece ser una
estrategia sensible, si bien su especificidad puede ser baja
debido a frecuentes falsos positivos. A pesar de estos falsos
positivos, Gerhart et. al. sugieren un valor predictivo para éstos
estudios al observar asociacion entre recaida precoz (< a 6
meses) y con un numero elevado de CFU-L en el momento de
la remision completa (RC). Una alternativa al estudio de CFU-L
es el andlisis de CFU-GM. Recientemente hemos observado
que un patréon de crecimiento andémalo de CFU-GM puede

alertar de una eventual recaida *’’.

6. La obtencion de cultivos celulares in vitro de células leucémicas
es un excelente medio para poder determinar el
comportamiento biclégico de diversos productos; por puncion de
médula 6sea o por medio de una simple toma de sangre
periférica, se pueden obtener las céluias con capacidad para

seguir su reproduccion in vitro.
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Los intentos por cultivar médula 6sea humana normal son
mas dificiles, ya que la cantidad de células progenitoras es muy
pequefia. Sin embargo, en pacientes con leucemia aguda se
logra obtener células progenitoras abundantes ya que es la
clona que prolifera.

7. Durante el proceso de ia proliferacion celular aparecen ciertas
proteinas en la membrana celular que se identifican como
receptores para diversas proteinas de acuerdo al grado de
diferenciacién y la funciéon celular que desempefian; esto le
sirve como marcador a las céluias para identificarlas en la
etapa de desarrollo que se encuentran. Algunos de estos,
cumplen una funcién especifica como son i0s receptores y la
fraccion Fc de ia IgG (Rfc), y la fraccidbn C3 del complemento
(RC3) en la fagocitosis inmune en la autorregulacion de
linfocitos B y en la citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos.

El tratamiento de quimioterapia antineopldsica (Qt) con que
son tratados los pacientes con leucemia, producen inhibicién
celular de aquellas células que estan en mayor actividad,
como son las células neoplasicas, aunque también se dafian
las células normales.

Es comudn que la mayoria de estos medicamentos alteren la
sintesis de DNA y RNA por lo que interfieren la aparicién de

receptores en la células.
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El poder de recuperacion de las células sanas dafadas por
la quimioterapia es muy variable de acuerdo con la velocidad
que normalmente tengan para reproducirse.

Se han realizado ensayos in vitro de células leucémicas
humanas que permiten valorar los efectos de los farmacos
antineoplasicos, (amethoptelina, arabindsido de citocina,
vincristina, idoxorubicina) sobre la viabilidad, proliferacion y la
capacidad funcional en la formacion de rosetas EA (entrocito
unido a anticuerpo para identificar receptores a Fc) y EAC
(eritrocito unidos a anticuerpos mas complemento para
identificar receptores a C3 de complemento) de los leucocitos y
recuperacion de los mismos, lo cual permite utilizarlos como un
indice de sensibilidad in vitro y por separado de los
quimioterapicos utilizados en el tratamiento de los pacientes
con leucemia 4.

Los cultivos in vitro de médula 6sea, especialmente de la
linea granulomonocitica, han aportado gran ayuda en el
diagnostico, prondstico, evolucién clinica y comprension
fisiopatolégica de los Sindromes Mielodisplasicos *.

8. Las CFC-GM de médula ésea en los SMD pueden mostrar un
comportamiento in vifro variable, que oscila entre el patron de
crecimiento normal y el observado con mayor frecuencia en la
leucemia aguda no linfocitica LANL: disminucién o ausencia de
colonias, acompafiado de crecimiento de agregados
{crecimiento leucémico). En ia AR y ARs predomina un
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crecimiento normal. En la AREB y la AREBt ei patron mas
caracteristico es el leucémico. En la leucemia mietomonocitica
cronica (LMMC) el papel es totalmente distinto al observarse
un llamativo incremento del nimero de agregados y colonias
en el dia 10 y que es aun superior en el dia 14. Este
comportamiento es muy diferente con el AREB, en el que se
observa un aumento de macroagreados en ausencia de
colonias, sin diferencia entre los dias 10 y 14, ni el fenémeno
de la estimulacion espontanea del cultivo, propio también de la
LMMC. La LMMC presenta en la gran mayoria de los
pacientes un patrén caracteristico, que se manifiesta con un
exuberante crecimiento de agregados y de colonias
constituidas la mayor parte de ellas por monocitos ¥y
macrofagos. Asi mismo, presenta la peculiaridad de que el
crecimiento ( crecimiento espontaneo) puede tener lugar en
ausencia del factor de crecimiento de colonias (CSF) en el
medio de cultivo a diferencia del resto de SMD, en el que el
crecimiento de CFC-GM requiere la presencia constante de
CSF. Este comportamiento permite diferenciar la LMMC del
resto de los SMD y de la Leucemia Mieloide Crénica (LMC), en
ésta también existe un exuberante crecimiento in vitro, pero
éste es a expensas de progenitores neutrofilicos y es mas
dependiente de los factores de crecimiento %%,

En cualquier caso, una alteracion progresiva del patrén de
crecimiento puede advertir sobre una probable transformacion
leucémica .
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Burgaleta, estudio los patrones de proliferacion vy
maduracion celular en medios de cultivo liquido y semisdlido
de las células de médula 6sea y sangre periférica en pacientes
con LMMC. Observando que la médula dsea proliferaba
normalmente en ambos medios de cultivo, obteniéndose un
numero normal de colonias (CFU-C) en agar. Su maduracién
en medio quuido era asi mismo buena, siendo inferior al 10%
el nimero de elementos jovenes que existen en el cultivo al
cabo de 7 dias. En sangre periférica la proliferacion y numero
de colonias obtenidas también era normal, encontrandose
enlentecida su transformacién a macréfagos en el cultivo en
medio liquido .

Haciendo una valoracion funcional de los monocitos
encontrd que estas células mantienen su capacidad de
elaborar sustancias estimuladoras de colonias (CSA} y su
capacidad de quimiotaxis, siendo claramente inferior a 1o
normal la fagocitosis para candida, aunque se conserva la
actividad fungicida %.

La ausencia total de crecimiento representaria la aboliciéon
de la clona normal e incapacidad de ia patolégica para crecer
in vitro circunstancia que se registra en la fase inicial de la
evolucion natural del SMD.
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9.En los ultimos afos diversos estudios sobre SMD han
evaluado las posibles implicaciones diagnésticas y prondsticas
de las anomalias del cultivo in vitro de las células progenitoras
granulociticas (CFU-GM) de la médula 6sea, los resultados son
muy dispares y no todos los investigadores conceden el mismo
significado a un patrén de crecimiento determinado. Ya que las
cifras de colonias y agregados de los cultivos /in vitro no
dependen exclusivamente de las caracteristicas de las células
puestas en cultivo, observandose una gran variabilidad en los
resultados segun la técnica empleada, la cantidad de céiulas
sembradas, medios e inductores de crecimiento utilizados.
Todo se debe a que la comparacidn de resultados entre
distintas series sea realmente compleja 5217218
El tipo de crecimiento in vitro de los precursores
granulopoyéticos en 168 SMD ha permitido en ocasiones
reconocer grupos de enfermos con un prongstico diferente, los
datos que aporta deberian ser incluidos junto con otros
parametros clinicos, hematoldgicos y citogenéticos, en el
estudio de los pacientes con SMD %

10.Los cultivos in vifro de las células germinales
granulomonociticas (CFU-GM) de médula 6sea en pacientes
con SMD se ha encontrado una relacién entre la blastosis
medular y los datos del cultivo. Asi, |a incidencia de una cifra
antmala de CFU-C aumenta de manera aparente al hacerlo la
proporcion medular de blastos. De hecho, todos los pacientes
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con una blastosis medular superior al 10% presentan un
numero anormal de colonias. Del mismo modo, la cifra de
agregados en e! cultivo tendid a elevarse al hacerlo la
proporcion medular de blastos. Aunque el tamafno de los
agregados no muestre una asociacibn aparente con la
blastosis medular .

11.En conclusion, 1a aplicacion de los cultivos in vitro de ias CFU-
GM en médula dsea para el estudio de los SMD es importante
por ios siguientes puntos:
- En el diagnéstico de los SMD, ayudando a perfilar sus
variedades.
- En determinadas situaciones, como una desviacion a la
izquierda de la granulopoyesis en que existiendo una médula
con signos morfolégicos no definitivos con aumento numérico
de blastos y promielociticos, el diagnéstico diferencial con
anemia refractaria con exceso de blastos (AREB) puede
resultar comprometido en estas circunstancias, un patrén de
crecimiento anémalo junto aln porcentaje elevado de
CFU-GM de densidad ligera apunta hacia el diagnostico de un
SMD.
-Para establecer el diagnédstico diferencial en casos fimitrofes
entre LMMC y AREB, el cultivo de la CFU-GM puede ser
fundamental.
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-Para evaluar mas adecuadamente la participacion de la clona
granulomonocitica en las anemias refractarias sideroblasticas
(ARS).

-Puede ofrecer orientacion prondstica, ya que un patron de
crecimiento en donde hay disminucién del nimero de colonias
y aumentado el nimero de agregados {macroagregados), cabe

esperar una evolucién clinica peor que si aquél fuera normai
§2,53,62

10.6. APLICACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO DE
MEDULA OSEA O SANGRE PERIFERICA
DURANTE LA TERAPIA DEL TRASPLANTE DE
MEDULA OSEA

Los sistemas de cultivo también han sido de gran utilidad en los
pacientes candidatos a un trasplante autdlogo o alogénico permitiendo
el estudio hematopoyético antes y después del mismo, de lo cual
referimos algunos ejempios :

Hasta 1988 el proceso que se seguia para la eleccion de la pareja
donante-receptor en el TMO , incluye primero ia tipificacion serolbgica
para los antigenos HLA-A -B,-C . Una vez que se ha encontrado un
donante HLA-A -B,-C idéntico al receptor se procede la realizacion de
un cultivo mixto de linfocitos entre ambos, para analizar si hay
identidad en el determinante HLA-D. Si existe tal identidad, se procede

al trasplante *****.
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La eficiencia de un trasplante autdlogo de médula osea (TAMO)
esta determinada por la posibilidad de erradicacion de células
leucemicas por quimioterapia, junto con la eliminacion in vitro de
células neoplasicas residuales en la médula 6sea utilizada en el
trasplante, y que son potencialmente capaces de perpetuar la
enfermedad.

A pesar de la eficiencia de los tratamientos erradicativos de
quimio/radioterapia existen recidivas, especialmente en trasplantes
efectuados en remisiones subsiguientes a la primera. Es dificil
determinar la eficacia del TAMO pues no es posible evaluar hasta qué
grado las recaidas son debidas a ia ineficiencia de los regimenes de
acondicionamiento o a la reinfusion de células presentes en el injerto.
Debido a esta segunda posibilidad se han desarmrollado varios sistemas
que son potencialmente capaces de eliminar las células leucémicas
residuales de forma mas o menos selectiva, entre éstos , se
encuentran algunos derivados de I[a ciclofosfamida como la
mafosfamida (ASTA-Z) y la 4-hidroperoxiciclofosfamida (4-HC). Se ha
demostrado que estos compuestos son eficaces contra los
progenitores leucémicos pero que también son tdxicos a progenitores
hematopoyéticos normales como las CFU-GM; BFU-E y CFU-GEMM
pero en modelos murinos se ha visto que respeta a la CFU-S mas
inmaduras Debido a la falta de técnicas para detectar las células
totipotenciales humanas Aglietta et.al. han desarrollade un sistema
cultivo liquido de corto término(15 dias) para detectar la persistencia de
progenitores mas inmaduros que las CFU-GM, después de la
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depleccién in vitro con ASTA-Z . Lamana, et.al., utilizaron un metodo
similar, con un cultivo liquido de 21 dias intentando detectar
progenitores ain mas inmaduros.

Estos sistemas de cultivo podrian ser un buen método para’
. _monitorizar una toxicidad no irreversible sobre la hemopoyesis en

purgados de médula 6sea con quimioterapia in vitro %1%,

Los cultivos liquidos con estroma han tenido un desarrollo o
aplicacion clinica muy interesante se sabe que in vivo en un sujeto con
leucemia, su sistema hematopoyético normal se ve reducido hasta en
un 1% y el resto es hematopoyesis anormal con células neoplasicas o
leucémicas en donde una clona neoplasica a tomado a su cargo casi la
totalidad de la médula 6sea. En cambio, en un sujeto sano todo su
sistema hematopoyético es normal. A corto plazo, uno de los campos
del transplante en 10s que mas se esta trabajando es en la expansion
de células progenitoras in vitro. Las células progenitoras identificadas
por la expresidbn de un Ag en su membrana (el Ag CD34+) se
seleccionan o purifican y, posteriormente, una vez que tenemos una
poblacién CD34+ pura, ésta es estimulada in vitro con citocinas,
generalmente IL1, IL3, IL6, SCF y EPO. La expansién del nimero de
progenitores in vitro permitiria la administracién al paciente de varias
tandas de quimioterapia mielo-ablativa, infundiéndole después
fracciones de esas células CD34+. Los primeros estudios se han
realizado en pacientes con tumores sélidos y los resultados son
prometedores.
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En resumen, el uso de los medios de cultivo in vitro hoy por hoy,
consfituye un importante campo de investigacion sobre los
mecanismos normales vy fisiopatolégicos de la hematopoyesis humana
y por tanto interesante para el conocimiento de sus mecanismos de
regulacion.

Es posible, ademas que tales estudios coadyuven a definir mejor
una serie de cuestiones de interés clinico, tales como el tipo de
proceso Ieucén'iico, el grado de remisién del mismo, para evaluar la
respuesta o eficacia de trasplante de médula 6sea y la sensibilidad a
las medidas terapetticas.
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CAPITULO 11
TRASPLANTE DE MEDULA OSEA

11.1. GENERALIDADES

El trasplante de médula 6sea (TMO) es un tratamiento efectivo
para una variedad de enfermedades hematologicas, malignas,
inmunoldgicas y geneéticas. Hasta 1993 alrededor de 20,000 TMO se
han realizado en el mundo "'*'¥7.2% En el presente capitulo se
revisaran los principios basicos del TMO sus complicaciones
potenciales y su aplicacion en el tratamiento de leucemias mieloides
agudas (subtipos M4 y MS5) y sindromes mielodisplasicos (subtipo
LMMC).

El TMO consiste en la administracién de un tratamiento citotoxico
con dosis altas de quimioterapia yfo radioterapia, que intenta la
erradicacion del tumor, y que tiene como efecto secundario letal la
destruccion de 1a médula 6sea. La recuperacion de la actividad
hematopoyética e inmunolégica se consigue al suministrar la médula
o0sea de un donante compatible {alogénico) o del propio paciente

(autdlogo) previamente extraida ',

El tratamiento citotdxico tiene como objetivos a)producir una
inmunosupresion del huésped, abatiendo ia funcion celular de los
linfocitos T y células Natural Killer; necesario para que injerte la médula
osea HLA parcial o totalmente compatible; b} la destruccion del clon

celular tumoral que permita la erradicacion de la enfermedad, y c) ia
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implantacion de la médula 6sea normal en un espacio libre de células
tumorales '*4%%%

El TMO tiene desde el punto de vista terapéutico las siguientes
finalidades: a) aportar células con capacidad de automrenovacion;
b)erradicar 1a poblacién hematopoyética anormal tumoral (leucemias) o
con alteraciones genéticas (talasemia) y sustituila por médula 6sea
normal, y c) en tumores sélidos quimiosensibles con médula 6sea
normal, intentar la erradicacién de la neoplasia con dosis altas de

quimioterapia '*'%.

Los estudios iniciales del TMO se llevaron acabo a partir de los
anos 40s en animales de experimentacién (roedores, perros y monos)
en los cuafes recibieron irradiacién corporal total de 500 a 700 cGv
presentando posteriormente una insuficiencia medular letal sin
toxicidad letal intestinal ni del SNC y en los afos 50s se extendid su

estudio en seres humanos '*'°,

En 1952 Lorenz demostré que la hematopoyesis podia ser
restaurada en ratones irradiados con dosis letal mediante Ia
administracion parenteral de médula singénica.

Posteriormente en 1963, Mathé describié por primera vez el
cuadro clinico de enfermedad de injerto contra huésped "%,

En 1964, Dausset et al describen al primer antigeno HLA
(HLA-A?2) y caracteriza el sistema de histocompatibilidad basico para la
seleccion del donante de médula ésea. Hasta 1960 los resultados
obtenidos en la aplicacion det TMO no eran satisfactorios; y no es sino
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hasta 1975 cuando el grupo Seattle precisa la tecnologia del TMO vy
sus indicaciones en leucemias agudas y aplasia medular, asi como el
control de las complicaciones "%

11.2. IMPORTANCIA DEL SISTEMA DE
HISTOCOMPATIBILIDAD (HLA)

La capacidad que el tiene el organismo de actuar frente a
substancias extrafias (antigenos), asi como la posibilidad de rechazar
injertos de transplantes (aloantigenos), son caracteristicas comunes de
las especies vertebrados. Para ello se requiere de un mecanismo de
defensa inmune humoral, como de una defensa inmune celular. Ambos
procesos son efectuados por células linfoides, con memoria
inmunolégica y capaces de producir una respuesta intensa, cuando hay

un segundo contacto con el antigeno '

En el fenédmeno de un rechazo a un transplante se reconocen
como extrafias ciertas moléculas presentes en el tejido injertado, y este
rechazo puede ser agudo (en las dos primeras semanas posteriores al
transplante} o crénico (semanas o meses después de haberse
efectuado el transplante). En los veriebrados capaces de estas
reacciones agudas se hallo una pequena region cromosomica en la
que se situaban numerosos genes que controlan estas reacciones
inmunolégicas, formando [0 que se denomina el complejo principal de
histocompatibilidad (CPH) también llamado human lymphocyte system
A (HLA) y son los que proporcionan a los tejidos de cada individuo su

propia identidad dentro de la especie >'118.140
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El HLA consiste en una serie de antigenos de superficie celular,
cuyos genes se localizan juntos en el cromosoma 6 (tabla 5.1). Estas
moléculas, difieren mucho entre individuos no relacionados, unen
fragmentos de proteinas extranas y propias para presentarias a ios
linfocitos T y el blanco a las respuestas alogénicas %1213

tabla 11.1 ANTIGENOS HLA 2,

CLASEI CLASE It

A DR
B DQ
c DP

Los antigenos clase.| se expresan en todas las células somaticas,
presentan péptidos sintetizados dentro de las células que presentan
linfocitos T CD8+ 418,

Los antigenos clase |l se expresan en los linfocitos B, macréfagos
y células dentriticas, presentan péptidos incluidos por endocitosis
celular, presentan a los linfocitos T CD4+ 2118,

Para el TMO menos del 40% de los pacientes tienen un hermano
donador con HLA genotipicamente idéntico, y menos de 10% tienen un
donador haploide-idéntico compatible para todos menos unos de los
loci HLA importantes. Para poder beneficiar con el TMO a los
individuos que no poseen un donador relacionado HLA compatible
(DR) se ha investigado sobre fuentes alternas a través de donadores
no relacionados HLA-compatibles (DNRC) que son genotipicamente
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pero no fenotipicamente compatibles para los antigenos HLA-A,B y DR
42,6770

La prueba de histocompatibilidad es vital para el TMO de DNRC,
su tipificacién debe ser muy exacta, por que de lo contrario seria
potencialmente grave. Por el contrario, la prueba para seleccién de DR
puede ser tan simple como determinar qué cromosomas patemos o
“haplotipos” heredaron el paciente y sus hermanos y descartar fa
presencia de recombinacidn genética. Con la aplicacion de
procedimientos de biologia molecular desarrollados a partir de
investigacién HLA basica, los procedimientos de tipificacién de HLA y
seleccion de donadores estan sufriendo una verdadera revolucion. Los
antigenos HLA A y B aun se determinan por serotipificacion, pero los
antigenos DR, DQ y DP se identifican por técnicas moleculares como
ta hibridacién por sondas, la reaccidn en cadena de la polimerasa, para
secuencias especificas e incluso la secuenciacion directa del ADN de

&7 140
LA .70, )

los genes H

En el Transplante de DR no todos los antigenos del HLA son
idénticos. Se considera que el HLA A, B y DR son los determinantes
mas importantes de la respuesta alogénica, que dan origen a la
enfermedad injerto contra huésped (EICH) y al rechazo al injerto. La
disparidad HLA DP no parece ser tan importante para el desarrolio de
EICH aguda. El HLA-C, un antigeno expresade en niveles bajos, puede
tener un papel en el rechazo de injerto 0 en la EICH se desconoce el
knpacto del desequilibrio en HLA-DQ. Adn esta surgiendo informacién
sohre DQ y otros antigenos de HLA descritos recientemente, y se
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requerira un analisis retrospectivo de los datos sobre DNRC para
determinar su importancia 2.

La aplicacibn de la biologia molecular a las pruebas de
histocompatibilidad ha permitido el reconocimiento de muchos alelos
del HLA. Para el DR se han detectadoc mas de 100 alelos (que
especifican estructuras distintas de antigenos HLA), y el numero
continda aumentando, en forma semejante a la de! HLA-B. Cuando se
considera esta heterogeneidad adicional en la seleccién de donadores,
es mas dificil lograr la compatibilidad exacta entre donadores y
receptbres no relacionados. Este dato indica también que deben
emplearse de rutina métodos moleculares para tipificar todos los
antigenos del HLA, porque subtipos potencialmente importantes han
pasado desapercibidos por serotipificacion. Esto es especiaimente
cierto en pacientes no caucasicos, el grupo en el que se han
encontrado- mas variantes alélicas del HLA. Para cada persona
determinada la probabilidad de encontrar un donador no refacionado
con HLA exactamente igual varia mucho y depende del tipo de HLA del
paciente, de su raza y de! tamafio del reservoric de donadores. Los
pacientes con haplotipos llamados “ancestrales™ (17 % de ia raza
blanca) puede tener buena posibilidad de encontrar un donador
histocompatible en un banco de donadores de buen tamafio. Para el
resto de las personas, la probabilidad de encontrar un donador va en
funcion de la frecuencia de sus antigenos HLA en la poblacion de
donadores y mejora mientras esta poblacion sea mas grande. Los
pacientes pueden ser ayudados o limitados por su origen étnico porque
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estos pueden diferir tanto en la frecuencia de antigenos de HLA como
de haplotipos. Por ejemplo, la identificacion de donadores es menos
comun en pacientes norteamericanos descendientes de africanos no
solo por la menor cantidad de donadores para éste grupo de donacioén,
sino porque existe mas cantidad de alelos y mayor diversidad de

haplotipos en este grupo *>'**

11.3. TIPOS DE TRASPLANTE

El tipo de trasplante esta relacionado con la procedencia de ia
medula osea. Lo cual es importante por la seleccion del donante, dada
la situacion de la médula, potencialmente contaminada con células
tumorales cuando es autéloga y por la EICH y la reaccion injerto frente
al proceso tumoral, potenciaimente posible en los trasplantes

alogéniCOS 70.105,175-

TMO singénico. La médula procede de gemelos univitelinos u
homocigotos, por lo tanto idéntica a la del receptor desde un punto de

vista genético e inmunolégico 111,

TMO autblogo. Para el TMO autélogo el paciente necesita primero
coleccionar, criopreservar y almacenar médula 6sea. Esto ocurriria
idealmente cuando la médula désea es normalmente celular 0 no
confiene células malignas. Posteriormente el paciente recibe
quimioterapia intensiva ablativa medular y/o irradiacién seguida por
reinfusibn de 1a médula criopreservada y asi restaurar la
hematopoyesis. Tanto en el TMO autdlogo como singénico no existe
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toxicidad tipo EICH ni aparente efecto antitumoral injerto frente a la
leucemia.

La posibilidad de contaminacion de la médula dsea autdloga en
fase de remisién completa de una leucemia aguda o linfoma, ha
permitido la posibitidad de un tratamiento ex vivo de la médula ésea
con quimioterapia, anticuerpos monoclonales y cultivos a largo plazo
para eliminar la posible enfermedad minima residual (EMR) 70180187,

Et TMO autélogo se utiliza en leucemia aguda como terapia de
intensificacion. Este tipo de trasplante si no es el optimo porque no
tiene el nuevo sistema inmune antitumoral, si logra el efecto de terapia
de intensificacidn y logra excelentes indices de sobrevida libre de
enfermedad "**'%

TMO alogénico. La médula ésea procede de un hermano HLA
idéntico o de un DNRC. Se realiza como terapia de primera linea en
postremisiéon. El papel del TMO alogénico es doble: reconstituir la
médula 6sea danada por altas dosis de quimioterapia y/o radioterapia
con el fin de destruir la enfermedad, y ademas de que el sistema
inmune trasplantado reconozca a las células tumorales del paciente y

las destruya como un efecto antitumoral secundario "**'¥’,

En recientes estudios se ha demostrado que el injerto de médula
6sea alogénico fue igual de efectivo como terapia en leucemia aguda

en nifios y adultos ' 198.175.228
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El trasplante alogénico se caracteriza por presentar la toxicidad
de la EICH y el efecto antitumoral frente a la leucemia ejercido por los

linfocitos T citotéxicos ¥+128,

11.4. REQUISITOS PARA UN TRANSPLANTE DE
MEDULA OSEA

Para poder llevar a cabo un TMO se cuenta con requisitos
estrictos que lo limitan y que debe tratar de cumplir el paciente como
son:

1. - Edad del paciente que debe ser menor de 50 afos.
2.- Contar con un donador idéntico o histocompatibie.

3.- La enfermedad al momento del trasplante debe no estar

avanzada o ser sensible a la quimioterapia y/o radioterapia
67,70,157,187

Los enfermos mayores de 50 afios no son candidatos para et TMO
por encontrarse en una etapa de alto riesgo, asi mismo sélo de un 25-
30% de los enfermos contaran con un donador idéntico entre sus
familiares y el restante 70-75% de los pacientes no seran candidatos a
trasplante alogénico, quedandole las opciones de conseguir un
denador no relacionado a través de los registros internacionales o bien
el transplante autélogo si la enfermedad estd controlada y puede
obtenerse médula ésea no contaminada con células tumorales.
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Las complicaciones del trasplante se dividen en aquellas

relacionadas al régimen de condicionamiento, aquellas relacionadas

con el trasplante per se y aquellas relacionadas con la enfermedad que

motivo el trasplante **.

El TMO de individuos no relacionados pero fenotipicamente

idénticos en el sistema HLA, se lleva a cabo con reguiaridad usando

bancos de médulas, con 1.8 millones de voluntarios hasta noviembre

de 1995. La posibilidad de hallar un donador no relacionado es de

aproximadamente 66 %.

La seleccion del donador implica seguir los siguientes puntos :

1.

2.

La edad del donador es de los 18 a los 55 afios.

Debera someterse ademas de las pruebas de
histocompatibilidad a pruebas inmunoiégicas especialmente
para el virus de la inmunodeficiencia (HIV) y Antigeno de
superficie de hepatitis B (HBsAg), sifilis, hepatitis, herpes
simple, citomegalovirus, varicela zoster y el virus de Epstein

Barr.

3. Realizarle un examen fisico y clinico, tratando de evitar un

riesgo en la anestesia %'

En México estan registrados como centros de trasplante en el

Intermacional Bone Marrow Transplantation Registry, el Instituto

Nacional de la Nutricion << Salvador Zubiran>>, el Instituto Nacional

de Cancerologia y el Centro de Hematologia y Medicina Interna de
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Puebla; en tanto que el Autologous Bone Marrow Transplantation
Registry se encuentran registrados el Instituto Nacional de
Cancerologia y el Centro de Hematologia y Medicina Interna de
Puebla.

Debido a la infraestructura tecnolégica y humana requerida asi
como [os altos costos del procedimiento han hecho que estos

tratamientos no hayan sido difundidos por todo el pais (México)'7-2%.

En la actualidad se han desarrollado métodos de obtencién de
células tronco que han desplazado el método tradicional de puncién y
aspirado de médula 6sea, mediante procedimientos de movilizacion de
céluias tronco de sangre periférica con factores de crecimiento
hematopoyético ¢ en estados de recuperaciéon post quimioterapia, con
lo cual se reducen costos y tiempo de implantacién del injerto asi como

938 Otra fuente altema es la

tiempo prolongado de pancitopenia
obtencidn de células tronco a partir de sangre de cordén umbilical que
tienen una incidencia baja de EICH y actualmente es utilizada en el

tratamiento de la poblacién pediatrica **'*.

11.5. TECNICA DEL TRASPLANTE DE MEDULA OSEA

La técnica de extraccion de la médula ¢sea es descrita por E.D.
Thomas en 1970. El paciente (autélogo) o el paciente (alogénico o
singenico} se somete a anestesia general o epidural, y se extrae la
médula mediante punciones multiples de las dos crestas iliacas
posteriores, y si fuese necesario de las crestas iliacas anteriores, y el
esterndn. En cada punto se extrae un maximo de 3 ml para evitar una
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dilucion excesiva con sangre perférica y reducir ¢l nimero de linfocitos
T citotoxicos. El volumen aproximado extraido mediante 100 punciones
es entre 600 y 1,200 mi (10 mifkg), de donde debe obtenerse una
cantidad minima de 2 x 10® células mononucleadas/kg de peso del
' paciente. Estas cifras deben ser estrictamente respetadas o incluso
superiores cuando la médula se somete a crioconservacion o
tratamiento ex vivo, debido a la reduccién celular que se produce con
la manipulacién. La médula 6sea se pasa por filtros de 300 a 200 pm y
se coloca en una bolsa de transfusion para administrarla por via
intravenosa en 1 hora al paciente que es trasplantado como se
esquematiza en la fig 5.1.

Cuando la médula ésea procede del propio paciente, y se va
realizar un transplante autdlogo, se concentra para aumentar la
proporcién de células germinales, reducir el volumen de hematies y
polinucleares asi mismo facilitar la crioconservacion y el tratamiento ex

vivo si fuese necesarip 570.140.180

MEDULA OSEA

QUIMIQTERAPIA RADIACION
‘b <

Fig. 11.1. Esquema tipico de un trasplante de meduta 6sea (14).
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11.6. COMPLICACIONES ASOCIADAS AL
TRASPLANTE DE MEDULA OSEA

Enfermedad de injerto contra huésped ( EICH). La EICH esta
mediada por linfocitos T citotoxicos y asesinos naturales (NK)
provenientes del donador, que encuentran antigenos extrafios en el
cuerpo del paciente y éstos antigenos pueden estar localizados en
organos vitales como el higado, tubo digestivo y pie! principaimente.
De acuerdo al grupo Seattl existen cuatro grados de afectacién,
considerando a los dos primeros leve y moderado mientras que el
tercero y cuarto como graves o mortales. En el grado | y I} afectan de
uno a dos 6rganos en forma leve y los de grado Il y IV afecta a tres
érganos de forma severa provocando disfuncidn organica multiple. En
EICH desde el punto de vista clinico y evolutivo se distingue una forma
aguda si aparece antes de los 100 dias postraéplante y una forma
cronica si aparece después; en ésta ultima se manifiestan fenébmenos
de autoinmunidad tales como : Sindrome de Sjogren, Esclerodermia,
Miastenia Gravis, etc., se considera un estado morbosc pero de baja
mortalidad. La forma aguda aparece entre el dia 20 o 40
postransplante  iniciando generalmente con la aparicion de una
erupcion eritematosa maculopapular en las palmas, plantas y I6bulos
de orejas para posteriormente extenderse y en ocasiones afectar la
totalidad de 1a superficie cuténea en forma de erntrodermia
generalizada e internamente puede haber efectacidon hepatica e

intestinat que puede coincidir o no tras la afectacion cutanea. Su

258




gravedad determina en la mayoria de |las ocasiones el pronostico de la
EICH, causando directa o indirectamente un 20 % de mortalidad. La
mortalidad generalmente se relaciona con complicaciones infecciosas
secundarias a la gran inmunodepresion que induce la propia
enfermedad y su tratamiento, y las lesiones cutaneoc mucosas que
facilitan la infeccién. Ocasionalmente, 1a causa de muerte es el fallo

hepatico o la perforacion intestinal 70140.175.180.207.218

El objetivo en EICH es prevenir su presentacién, mediante una
adecuada seleccion del donador, prefiriendo donadores 100%
compatibles, y utilizando inmunosupresores 0 técnicas de deplesion
linfocitaria, el inmunosupresor mas utilizado es Ciclosporina A con el

cual se ha logrado reducir la incidencia y la severidad
4,14 42 66,70,158,180,187,228

Rechazo del Injerto. La incidencia de rechazo del injerto puede
variar dependiendo del grado de disparidad del HLA entre donante y
receptor, por un tratamiento insuficiente, por deplecion de linfocitos T
en la médula ésea det donante en un intento de evitar la EICH, también
puede presentarse en pacientes con aplasia medular, especialmente
en aquélos sensibilizados por haber recibide un gran numero de
transfusiones previas o en los que reciben un nimero escaso de

céluias 175,207.21 8.

El rechazo del injerto se confirma mediante el estudio de
antigenos eritrocitarios, citogenéticos o de DNA.
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Aplasia medular. Debido a la terapia citotoxica, se observa
pancitopenia severa, que amerita que el paciente sea ubicado en
condiciones de aislamiento, para evitar infecciones de tipo |

(bacteriano, y fungico), tipo Il (parasitos y virus) y el tipo Il (viral)
110,175,207

Inmunodeficiencia: La inmunodeficiencia postransplante de TMO
es consecuencia de la mieloablacion ocasionada por la terapia
citotoxica, por el uso de inmunosupresores desde horas antes de TMO,
por la reconstitucion inmunolégica lenta que se lleva a cabo con las
células del donador y que puede consumir un periodo de 6 a 12 meses
posTMO y por la aparicién de complicaciones como EICH que requiere
manejo intensivo de inmunosupresores. En los estudios se encuentra
una disminucion cuantitativa de subpoblaciones linfocitarias, inversion
de la relacion CD4/CD8, disminucién en inmunoglobulinas y

disminucién de transformacion blastica *7%17%.

Durante eéste periodo es conveniente prevenir infecciones
oportunistas. Posterior al primer afio postTMO ésta complicacion

desaparece '">'%.
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11.7. APLICACION DEL TRANSPLANTE DE MEDULA
OSEA EN LAM Y SMD CON AFECTACION EN LA
LINEA GRANULOMONOCITICA

El trasplante de médula ésea (TMO} alogénico proveniente de un
individuo HLA idéntico, aun constituye el método mas eficaz de manejo
con opcidn a cura en las neoplasias malignas hematologicas, como las
leucemias agudas con factores de riesgos adversos, en leucemias
mieloides crénicas y sindromes mielodisplasicos 2.

El TMO tanto alogénico como autdlogo es una modalidad
terapettica con potencial curativo en una importante proporcion de

pacientes con leucemia mieloblastica aguda *-''2'%,

Asi pues en LMA la tasa de recaidas en sujetos trasplantados en
primera remisién completa es de 20-25% un 40% en segunda remision

y un 50% en aquellos trasplantados en recaida 2.

En Leucemia Mieloide Aguda (LMA) en primera remisién , el TMO
alogénico tiene una probabilidad de sobrevida libre de enfermedad de
5 afios del 60%, cifra que contrasta, con la obtenida en la
quimioterapia sin TMO cuya sobrevida en LMA es del 10% a 3 afios '*®.

En Sindromes Mielodisplasicos (SMD) el TMO alogénico es el
tratamiento de eleccién para aquellos pacientes jovenes con SMD que
tengan la suerte de contar con un donador compatible, los resultados
del TMO pueden variar considerablemente dependiendo del subtipo de
enfermedad (ARS, ASA, AREB, LMMC, AREBt) y del tiempo
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transcurrido entre el diagndstico y la presencia de anomalias

citogenéticas.

Otras fuentes alternativas para el trasplante de células
progenitoras estan en estudio, como el transplante de células de
médula 6sea parcialmente compatibles y, las variedades autologas y
alogénicas obtenidas de sangre periférica las cuales han demostrado
ser un procedimiento capaz de restaurar la hematopoyesis en
pacientes sometidos a quimio-radioterapia supraletal, los casos asi
tratados en SMD son ain escasos. Sin embargo de todos los
tratamientos, el TMO alogénico es el Onico que puede ser
potencialmente curativo y se reserva para casos seleccionados,

generalmente jovenes '#°2'%,

11.8. MIELOPOYESIS DESPUES DEL TMO

Los estudios de las tasas de prendimiento del injerto de las células
mieloides y linfoides después de! TMO son complejos por los multiples
medios en los que se realiza la técnica. Las respuestas de
recuperacion de los pacientes con leucemia difieren de la aplasia. Las
médulas y las respuestas inmunes de los anteriores pueden haber sido
lesionadas drasticamente por ios regimenes quimioterapeuticos de
intensidades variables, y ademas los pacientes leucémicos
adicionalmente reciben grandes dosis de irradiacion en todo ef cuerpo
antes de la infusibn medular. Mientras los pacientes con aplasia
reciben sélo tratamiento inmunosupresor antes del transplante, pero
puede haber estado expuesto a una lesion del estroma medular que
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haya iniciado su enfermedad. Estas diferencias clinicas sugieren que la
variabilidad del <<suelo>> en el que se <<siembra>> la médula es tan
variable entre los grupos de pacientes que solamente se pueden hacer
comparaciones aproximadas de las tasas de recuperacion.

El sistema linfohematopoyético de los receptores de TMO
alogénico o singénico, es anulado mediante agentes citotoxicos antes
de la infusién medular.

La propia infusibn comprende sé6lo un nimero pequefio de
progenitores mieloides tanto maduros como inmaduros. Los primeros
superan a los Utimos con una proporcion de al menos 10 a 1. El
proceso de recuperacion empieza casi inmediatamente después de la
infusién .

La recuperacion habitual de un TMO alogénico se inicia por una
elevacion de reticulocitos a partir del 16° dia que coincide con la
aparicidn de meédula dsea de algunos precursores granulociticos y
eritroblasticos aislados entre los dias 5° y 10°, los cuales forman islotes
mieloeritroides regenerativos entre los dias 9° y 15° indicando la
presencia de injerto de la médula. Los eritrocitos recientemente
formados tienen varias caracteristicas fetales incluyendo una
macrocitosis, una elevada densidad del antigeno superficial y un
aumento del nivel de hemoglobina fetal en casi todas las células. Los
datos actuales sugieren gue esta onda de células eritroideas de tipo
fetal es el resuitado de la diferenciacion prematura de las células
progenitoras en las que los genes ordinariamente expresados durante

la vida fetal no estan totalmente apagados. Los neutréfilos alcanzan
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cifras de 0.1 x 10% hacia el 16° dia y 1 x10°/ sobre el dia 26° y el
recuento de plaquetas por encima de 20 x 10% se alcanza una
semana después de la elevacion de los neutrdfilos, entre los dias 20° y
25°,

Entre los dias 15° y 30° la médula adquiere mayor celularidad,
aunque permanece hipoplasica durante un tiempo que en ocasiones
puede ser prolongado. La reconstitucibn completa inmune
postrasplante dura entre 1 y 2 afios en receptores cuya medula dsea
no ha sido manipulada en el laboratorio. Se retrasa este proceso
cuando ha existido EICH crénica ¢ cuando ha sido deplecionada la
médula de células T. El déficit de células T puede favorecer el no
prendimiento y la recaida de la leucemia, aunque reduce los efectos o
la aparicion de EICH '%3'7°,

La recuperacion de la funcién linfocitaria demostrable después del
TMO es lenta e impredecible. La primera oleada de linfocitos
morfolégicamente idéntificables se observa a las dos semanas. La
elevacion del recuento de linfocitos a los limites normales suele
completarse en 1 a 3 meses después del trasplante, excepto en
algunos pacientes con una EICH cronica, pero fas células son dificiles
de caracterizar "*°.

E! trasplante con células progenitoras de sangre periférica (CGSP)
o la administracién de G-CSF o GM-CSF postrasplante suele acortar
en 1 semana el periodo de recuperaciéon por aportar o estimular a
precursores intermediarios de la granulopoyesis. Por el contrario, los
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tratamientos ex vivo de la médula ésea retrasan la recuperacion
hematopoyética®’.

La confirmacion de la implantacion de un injerto médula 6sea
alogénico se realiza por técnicas que definen la existencia de una
quimera hematopoyética con caracteristicas del donante como son el
cariotipo, la cromatina sexual, los sistemas de grupo eritrocitario, las
isoenzimas eritrocitarias y linfocitarias, la tipificacién HLA en los TMO
que no son identicos, el alotipo de las inmunoglobulinas y el analisis de
las secuencias de DNA '

11.9. FACTORES DE CRECIMIENTO HEMATOPOYETICO
EN EL TRASPLANTE DE MEDULA OSEA

Recientemente el uso clinico de factores de crecimiento
hematopoyético clonados (CSFs) para pacientes que recibieron TMO
es de gran interés. Los CSFs e interleucinas pueden tener diversos
papeles importantes: (1) favorecer el injerto y prevenir su rechazo, (2)
estimular mas rapidamente la recuperacion de la hematopoyesis, (3)
estimula la recuperacién inmunolégica e incrementa la defensa del
huésped, y (4) facilita la recoleccion de células tronco de sangre

periférica 0 médula 6sea 18175205227

tos CSFs pueden ser usados para estimular las células
hematopoyéticas del donador para favorecer el injerto y la recuperacion
hematolégica. Otro enfoque podria ser manipular el estado
inmunolégico de el receptor para favorecer el injerto. El riesgo de
infeccion seguido por TMO esta relacionado con la severidad de la
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granuiocitbpenia, la cual puede ser potencialmente anulada por el uso
de los factores de crecimiento '*%'%,

Diversos centros han estudiado el uso de thGM-CSF seguida de
un TMO autéloga. GM-CSF acelera la recuperacion de los granulocitos
comparada con controles; no hay cambio en la recuperacidn de
plaquetas o eritrocitos. En otros estudios con médula ésea autbloga
tratada no reporto beneficios al administar GM-CSF 7.

Ensayos en humanos usando hGM-CSF en TMO alogénica han
demostrado una acelerada recuperacion de granulopoyesis sin
exacerbacion de enfermedad rechazo contra huésped.

El G-CSF también acelera la recuperacién de granulocitos
después de un TMO autdloga, con una velocidad de recuperacién
similar- a la lograda con GM-CSF. No influyd en la recuperacion de
eritrocitos o plaquetas '1%%

Qtros estudios sugieren que el M-CSF también puede incrementar
la. requperacion de granulocitos, probablemente por inducir la liberacion
de.qtros CSFs de los macréfagos.

La interleucina t (IL-1) incrementa la recuperacion hematopoyética
segquida de drogas mielosupresoras y después de un TMQO autdloga se
ha estudiado. Un curso corto de tratamiento de iL-1 podria acelerar la
recuperacidn de granulocitos y posiblemente de plaquetas. Muchos de
los. efectas:de.la IL-1 son mediados por IL-6.
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Los efectos bioldgicos mediados por esios factores solos o en
combinacion establecieron cambios, su uso racional puede ser
seriamente evaluado. Estos regimenes podrian jugar un papel
importante en la reduccidon de mortalidad y morbilidad relacionada al
TMO 7%

11.10 Futuro del Transplante

La purificacion de células CD34+ y su utilizacion en el transplante
podria ofrecer ventajas como la eliminacién de la poblaciéon tumoral
residual (si ésta es CD34-}, ventaja muy importante en el transplante
autdlogo, o disminuir probablemente el riesgo de EICH al no
administrar células T maduras (las cuales son CD34-). Otra posibilidad
a realizar a partir de las células CD34+ sera la ingenieria genética.
Como ya se ha dicho antes, otra linea importantisima del transplante
es la utilizaciébn de célula de cordén umbilical para transplante
alogénico.
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COMENTARIOS

Al revisar cada uno de ios temas y en especial los de cultivos in
vitro y Trasplante de Médula Osea, nos hemos dado cuenta que adn
_hay mucho por conocer en ésta area, por lo que, es necesario estudiar
y buscar una especializacion en estos temas ya que pueden
representar una practica terapéutica definitiva en el tratamiento de las
neoplasias mieloides.

Debido a ia relativa incidencia de la Leucemia Miolomonocitica
Cronica y los subtipos de Leucemias Agudas M4 y M5, se encuentran
pocas referencias bibliograficas en las que se investigue
especificamente sobre ellas, sin embargo, consideramos que se
abordaron los conocimientos basicos que permiten tener una idea
clara acerca de lo que se pretende investigar a través de los diferentes
sistemas de cultivo de células progenitoras hematopoyéticas in vitro; e
interpolar a dichas patologias.

Consideramos que nuestro trabajo de tesis es util para el
estudiante de la carrera de Quimico Farmacéutico Bidlogo, ya que se
tiene una revisién bibliografica actualizada que nos introduce en el
estudio de la hematologia ( puesto que en la carrera no existe la
materia como tal ) y ademas, nos proporcionar la inquietud para seguir
investigando, y hacer estudios de posgrado, sobre todo en el tema de
métodos de diagnostico, pronostico y tratamiento de las enfermedades
hematolégicas. :
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Tratando de buscar informacién mas concreta acerca de la utilidad
de los sistemas de cultivo in vitro, tuvimos la oportunidad de
entrevistarnos con el Dr. Mayani H. (investigador del Hospital de
Oncologia de CMN S XXI ) quien nos orienté sobre el uso que tienen
los sistemas de cultivo in vitro y las perspectivas que se tienen en el
tratamiento de algunas mielopatia.

Sabemos que en otros paises desarrollados de Europa y
Norteamérica se han dado grandes avances al respecto y que en
México en un tiempo no muy lejano, estaremos a la vanguardia de esta
nueva Tecnologia. Biomédica, para el tratamiento de diferentes
hemopatias. Por lo tanto, nuestro trabajo insta a los profesionales del
area quimico-biologica a interesarse en este campo de investigacion
que es la Expancion celular en cultivo y El Trasplante de Células
Progenitoras Heinatopoyéticas Autélogo y Singenico.
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