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. RESUMEN

La Leucemia Mieloide Crénica (LMC), es una enfermedad que se origina a
nivel de las células troncales hematopoyéticas teniendo como marcador molecular
el cromosoma Philadelphia (Ph) y su producto oncoproteico Bcr-Abl. La
consecuencia biolégica de ésta alteracion es la generacion de una progenie
incrementada en niUmero que presenta anormalidades en las células troncales,
progenitoras, y precursores hematopoyeticos con diferentes grados de
maduracién. Clinicamente la LMC ha sido tratada con diferentes agentes dentro
de los que se incluyen: Interferon alfa (IFNo), Transplante de Células
Hematopoyéticas (TCH), y mas recientemente el uso del inhibidor especifico de
Bcer-Abl, STI571.

En este trabajo se analizé el comportamiento in-vitro de muestras
provenientes de pacientes con diagnoéstico reciente de LMC y que no habian
recibido tratamiento previo, asi como de pacientes con LMC que habian alcanzado
la remisién hematoldgica después de recibir alguno de los tratamientos antes
mencionados. Las muestras virgenes de tratamiento fueron enriquecidas en dos
diferentes subpoblaciones hematopoyéticas. La primera en células CD34+LIN- vy
la segunda en la subpoblacion mas primitiva CD34+CD38-LIN-, y en ambas
subpoblaciones se evalud la capacidad de proliferar y expandirse en respuesta a
diferentes combinaciones de citocinas tanto estimuladoras como inhibidoras de la
proliferacion.

Los resultados demostraron que ambas subpoblaciones celulares tienen
alterados sus potenciales de proliferacion y expansién en relacion con sus
contrapartes normales, independientemente de la combinacion de citocinas
empleadas. Es particularmente relevante que las mayores alteraciones se
detectaron en la fraccion de células mas primitivas CD34+CD38-LIN-.

En las muestras que ya habian recibido algun tipo de tratamiento, solo se
obtuvo la subpoblacién CD34+LIN- en la que se analizaron sus potenciales de

proliferacion y expansion, tratando de establecer una correlacion con la expresion



del rearreglo Bcr-Abl, y se encontré que en células provenientes de pacientes
tratados con IFNa, la respuesta es muy similar a la observada a los pacientes que
no recibieron tratamiento. Sin embargo, cuando las células provenian de
pacientes tratados con TCH se encontré una recuperacion hematopoyética, la cual
es aun mas evidente en células que se obtuvieron de pacientes tratados con
STI571. Dicha recuperacion parece estar relacionada con el nivel de expresion
de Bcr-Abl, ya que en los primeros dias de cultivo, la translocacion no se encontré
en células que recibieron tratamiento con TCH y STI571 in vivo. No obstante,
después de algunos dias en cultivo el rearreglo se detecto en las células obtenidas
de cualquiera de las opciones terapéuticas, aunque hematolégicamente los
pacientes se comportaron como sujetos sanos.

Estos resultados indican que las células seminales y progenitoras
hematopoyéticas provenientes de Leucemia Mieloide Cronica virgen de
tratamiento tienen serias alteraciones numeéricas y funcionales ya que responden
de forma limitada a la estimulacion con citocinas. Asi mismo, los datos
demostraron que las células progenitoras que provenian de pacientes tratados in
vivo con diferentes agentes terapéuticos, mejoraron su capacidad de respuesta a
la estimulacion con citocinas, encontrando incluso que el tratamiento con STI571
fue capaz de inducir una respuesta muy semejante a la obtenida en células
progenitoras que provenian de MON. De forma interesante, aunque los
progenitores provenientes de pacientes tratados con IFNa. no mostraron mejoria
en su respuesta, los sujetos habian alcanzado la remisién hematoldgica e incluso
al igual que el resto de los pacientes tratados, mostraban respuesta citogenética
mayor.

Los datos anteriores son de gran relevancia, ya que demuestran que si bien
la LMC se origina en una célula troncal muy primitiva, estas células no son
capaces de recuperarse hematopoyeticamente a pesar de la mejoria de los
pacientes después de recibir cada uno de los diferentes tratamientos. Asi mismo,
sugiere gue el estroma es un componente importante en la regulacion de la

hematopoyesis leucémica, siendo particularmente interesante el comportamiento



registrado en los pacientes tratados con IFNa ya que mientras in vitro tienen
serias deficiencias, in vivo se comportan como una poblacién normal.

Finalmente es importante mencionar que aunque la LMC es el uUnico
padecimiento hematolégico que se ha tratado con un inhibidor especifico de la
actividad tirosina cinasa de Bcr-Abl, dicho oncogen se encuentra presente aun
después del tratamiento, lo que deja una vez mas en claro, que la alteracion se
origina en una subpoblacion hematopoyética altamente primitiva, quiescente vy
resistente al efecto de los farmacos. En este sentido, el futuro analisis vy
caracterizacion de subpoblaciones primitivas en LMC y su asociacion con la
expresion y actividad de Bcr-Abl puede representar una alternativa para obtener la
poblaciéon residual normal presente en esta alteracion y con ello plantear la
posibilidad de emplear la purga biolégica y expansion de células troncales como

una alternativa de tratamiento.



II. ABSTRACT

Chronic myeloid leukemia (CML) arises from the malignant transformation of
a hematopoietic stem cell (HSC) that gives rise to functionally defective progeny,
including primitive and relatively mature progenitor cells (HPC). Both HSC and
HPC are comprised within the population of CD34(+) cells, normally present in
bone marrow (BM). In the present study, we have separated two different
subpopulations of CD34(+) cells from CML marrow: CD34+Lin- cells (HPC) and
CD34+CD38-Lin- cells (HSC), and assessed their progenitor cell content as well as
their capacity to proliferate and expand in response to a combination of
hematopoietic cytokines in serum- and stroma-free long-term liquid cultures before
and after therapy with IMATINIB, Interferon, and Hematopoietic Cell Transplant
(HCT). Interestingly, the proliferation and expansion potentials of CML cells before
treatment were clearly deficient as compared to their normal counterparts. Such
functional deficiencies were even more evident in CD34+CD38-Lin- cells.
CD34+Lin- cells from patients treated with IMATINIB showed growth potentials
similar to those of normal progenitors while progenitors from patients after HCT or
IFN treatment showed reduced proliferation and expansion capacities as compared
to their normal and IMATINIB-treated counterparts. These results indicate that,
although treatment of CML patients resulted in complete hematological remission,

only patients treated with IMATINIB showed a full hematopoietic recovery.



[I. INTRODUCCION

Las células sanguineas se originan a través de un delicado y complejo
proceso denominado hematopoyesis, el cual se desarrolla en sitios especificos
dependiendo del estado de desarrollo del individuo, siendo la Médula Osea el
principal érgano hematopoyetico en la etapa post natal.

Dentro de la Médula Osea existe un microambiente altamente regulado que
se ha denominado microambiente hematopoyetico, y en el que se involucra la
participacion de componentes de la matriz extracelular, células estromales y
células accesorias, que en su conjunto, y gracias a la secrecion de diversos
factores de crecimiento, constituyen el nicho bioldgico especifico para desarrollar
la hematopoyesis.

Sin  embargo, ocasionalmente el delicado balance del sistema
hematopoyetico se rompe y da lugar a enfermedades hematoldgicas, dentro de las
cuales se encuentra la Leucemia Mieloide Crénica (LMC). La LMC es un
padecimiento clonal, caracterizado por la presencia del cromosoma Philadelphia,
cuyo producto proteico es la proteina cinasa BCR-ABL, la cual se encuentra
constitutivamente activada induciendo diferentes actividades biolégicas que
conducen al crecimiento transformante.

En el mundo la LMC tiene una incidencia de 1 a 2 casos por cada 100,000
personas, Yy se considera que ocupa etre el 15 y 20% de todas las leucemias
presentes en adultos. Su tratamiento ha involucrado el uso de diferentes agentes,
y aunque en los ultimos afios se ha utilizado el STI571 como una importante
opcion terapéutica, la Unica opcion curativa sigue siendo el trasplante de células
hematopoyéticas.

En este sentido existen importantes estudios que permiten conocer
diferentes aspectos sobre el comportamiento hematopoyetico de esta patologia,
sin embargo aun existen grandes interrogantes acerca de la biologia basica de la
enfermedad. De acuerdo con lo anterior en este trabajo se caracterizaron dos

subpoblaciones celulares hematopoyéticas en relacion con sus potenciales de



proliferacion y expansion en respuesta a diferentes combinaciones de citocinas,

asi como su relacion con la presencia de Ber-Abl.

. MARCO TEORICO

La sangre contiene una gran variedad de tipos celulares, cada uno de los
cuales cumple con una funcién especifica que lo hace indispensable para la vida
de un organismo. Los eritrocitos o globulos rojos transportan oxigeno a traves del
cuerpo; las plaquetas detienen los sangrados promoviendo la coagulaciéon
sanguinea; y las células blancas (que incluyen a linfocitos, monocitos y neutrofilos)
forman parte del sistema inmune y protegen a los individuos contra el ataque de
agentes extrafnos.

Todos estos tipos celulares tienen un tiempo de vida limitado, el cual varia
de unas cuantas horas como sucede con los neutrofilos, hasta poco mas de 100
dias, como es el caso de los eritrocitos, lo que implica un alto recambio celular
diario, que se ha llegado a calcular en alrededor de 10* células. Dicho niimero
celular es mantenido por un muy pequefio grupo de células denominadas células
seminales, células madre o células troncales, mediante un delicado proceso

denominado hematopoyesis.

1. Hematopoyesis

1.1. Caracteristicas funcionales de las células hematopoyéticas primitivas

En 1909, Alexander Maximov fue el primero en sugerir la existencia de
células seminales hematopoyéticas (CSH), morfolégicamente parecidas a
linfocitos y capaces de migrar a través de la sangre a nichos especificos (que él
nombré microecologios), en donde las células podian proliferar y dividirse hacia

linajes particulares (Mayani et al, 2003). Sin embargo, no fue sino hasta 1961 que



Till y McCulloch, demostraron la existencia de un tipo celular capaz de dar origen a
todas las células sanguineas.

En sus experimentos, estos investigadores demostraron que después de
irradiar a un ratén, su tejido hematopoyetico se perdia totalmente. Sin embargo, al
inyectar células procedentes de la médula ésea de otro raton no irradiado, el ratén
irradiado sobrevivia. Ellos observaron que en el bazo del raton irradiado
aparecian grupos de células en forma de colonias, compuestas fundamentalmente
de células sanguineas, tanto maduras como primitivas. A las células que originan
a estos grupos de células se les denomind Unidades Formadoras de Colonias en
el Bazo (CFU-S, por sus siglas en inglés). Posteriormente, en 1963 Becker y
colaboradores demostraron que las CFU-S provenian del raton donador de la
médula Osea, y que estas células eran capaces de proliferar y expandirse
masivamente. Los experimentos consistieron en inducir una lesién cromosoémica
no letal en las células de médula ésea del raton donante e inyectarlas en un ratén
irradiado. En estos experimentos se encontré que las CFU-S del ratén irradiado
presentaban la lesion cromosémica inicial, al igual que las células que se
generaban de estas colonias. Ademas, las CFU-S contenian células eritroides y
no eritroides, por lo que se determing, que la poblacién original estaba constituida
de células multipotentes que podian producir células maduras representativas de
los diferentes linajes hematopoyéticos, una vez que habian tenido diferentes
eventos de auto-renovacion (Becker et al, 1963)

En 1970, Lajtha y McCulloch sugirieron que las CFU-S, pertenecian a una
subpoblacién de células muy inmaduras presentes también en médula 6sea. Dicha
poblacién correspondia a células troncales hematopoyéticas pluripotenciales
(PHSC, por sus siglas en inglés), cuyas propiedades han sido evaluadas mediante
el uso de poblaciones de células hematopoyéticas enriquecidas, que son
posteriormente transplantadas en ratones irradiados. De estos experimentos, se
ha logrado determinar que las PHSC involucran diferentes subpoblaciones de
células hematopoyéticas en donde se pueden encontrar células repobladoras de
ratones receptores a corto y largo plazo, siendo éstas ultimas la subpoblacién mas
primitiva (Orlic y Bodine, 1994).



Con base en esta descripcion, se diseid un sistema de cultivo para
mantener células iniciadoras de cultivos a largo plazo (LTC-IC, por sus siglas en
inglés) y se ha descrito que estas células dan lugar a células clonogenicas
formadoras de colonias en cultivos semisolidos unipotenciales y multipotenciales,
después de un periodo de 5 a 8 semanas en cultivo. La frecuencia de estas LTC-
IC en médula 6sea es de 1 a 2 células por cada 10,000 y cada una de ellas
mantiene las caracteristicas de las PHSC (Sutherland et al, 1990).

Otro tipo de ensayos in-vitro, ha mostrado la existencia de células
formadoras de colonias con alto potencial hematopoyetico (HPP-CFC, por sus
siglas en inglés). Dichas células son resistentes al efecto de drogas téxicas, y se
ha considerado como una poblacién altamente primitiva, aunque en menor grado
que las LTC-IC. Cada colonia que se deriva de una HPP-CFC, incluye de 50 a
500 células hematopoyéticas inmaduras, las cuales a su vez son capaces de
generar células multilinaje o de un solo linaje (Orlic y Bodine, 1994).

No obstante los esfuerzos por describir las células seminales
hematopoyéticas, las subpoblaciones descritas anteriormente poseen propiedades
de PHSC, motivo por el cual se ha hecho necesario el empleo de marcadores
especificos para cada subpoblacién, por lo que actualmente se emplean antigenos

de superficie para caracterizar a las diferentes subpoblaciones.

1.2. Caracteristicas inmunofenotipicas de las células hematopoyéticas

primitivas

Conociendo que las células hematopoyéticas mas primitivas no expresan
un amplio numero de marcadores de superficie asociados con la maduracion
terminal de tipos sanguineos especificos, la falta de expresion de éstos ha sido
empleada para la obtencién de las células hematopoyéticas mas inmaduras.
Algunos antigenos de superficie comunmente usados para aislar células humanas
linaje negativo son: glicoforina A (presente en células del linaje eritroide), CD2

(marcador de timocitos, células T y NK), CD3 (detectado en timocitos y células T),



CD4 y CD8 (caracteristicos de linfocitos T), CD14 (presente en monocitos), CD15
(encontrado en monocitos, neutrofilos y eosiofilos), CD16 (marcador de células NK
y macréfagos), CD19 (indicador de células B), CD20 (caracteristico de células B)
CD56 (marcador de células NK y neuronas) y CD66b (presente en células
polimorfo-nucleares). La seleccidén de células linaje negativo (lin-), puede generar
un enriquecimiento poblacional de 20 a 500 veces dependiendo de la combinacién
de marcadores usados (Wognum et al, 2003).

Aunado a lo anterior, recientemente se utiliza el antigeno CD34, cuyo
empleo ha acelerado el estudio de la hematopoyesis humana (Bonnet, 2002).
Esta molécula fue descrita en 1985 por Civin y colaboradores, quienes observaron
que entre el 1 y 3% de las células nucleadas de médula ésea presentaban un
antigeno que reaccionaba con el anticuerpo MY10. Este antigeno no se detectaba
en células morfologicamente maduras, 10 que sugeria que era exclusivo de células
primitivas. Cuando las células CD34+ se analizaron morfolégicamente, se detectd
que se trataba de una poblacion enriguecida en blastos capaces de formar
colonias hematopoyéticas en agar (Baines et al, 1988). Ademas, este grupo de
células incluye a las células LTC-IC, asi como a muchas de las CFC, aunque no
incluye la gran mayoria de las células con diferenciacion terminal.

Actualmente se sabe que el antigeno CD34 es una glicofosfoproteina
expresada por células primitivas hematopoyéticas, células endoteliales vy
fibroblastos embrionarios, involucrada en eventos de adhesion, proliferacion y
diferenciacion (Krause et al, 1996). La molécula puede presentarse como una
glicoproteina transmembranal con peso molecular de 115 kDa, el cual integra un
esqueleto proteico de 40 kDa, forma caracteristica de precursores
hematopoyeticos tempranos, y cuya expresion disminuye en células maduras
(Strauss et al, 1986). Ademas de la forma transmembranal, existe un almacén
intracelular de CD34 -que puede ser translocado a la membrana plasmatica en
respuesta a sefales extracelulares-, asi como una forma soluble -la cual se
produce después de su decremento en la membrana celular (Fernandez et al,
2000).



Con base en la expresion de diferentes antigenos de superficie, ahora se
sabe que las células primitivas humanas se caracterizan por la alta expresion de
CD34, intermedia expresion de c-kit y Thy-1, y baja o nula expresion de CD38,
HLA-DR, CD45RA, CD33 y CD71 (Szilvassy, 2003).

C-KIT o CD117 corresponde al receptor del Factor de Células Troncales y
se expresa aproximadamente en el 65% de las células CD34, incluyendo células
progenitoras comprometidas hacia algun linaje (Wognum et al, 2003). Thy-1 o
CD90 por su parte esta involucrado en el desarrollo de células hematopoyéticas, al
mediar sefiales negativas que resultan de la inhibicion de la proliferacion (Mayani y
Lansdorp, 1998). El antigeno CD38, corresponde a una molécula transmembranal
de 45 kDa ausente en células hematopoyéticas inmaduras humanas con alto
potencial de autorrenovacion y diferenciacion multilinaje. Esta molécula parece
estar involucrada en procesos de diferenciacion ya que su expresion es nula en
estados tempranos e intermedios de la diferenciacion, mientras que en estados
tardios su expresion aumenta considerablemente (Felgar, 1999; Todisco et al,
2000).

En cuanto a los marcadores HLA-DR, CD45RA, CD71 y CD33 se sabe que
se encuentran ausentes 0 se expresan solo por tiempos muy cortos en células
hematopoyéticas muy inmaduras, asi como en células progenitoras, pero se
encuentran altamente expresados en ciertos tipos de progenitores comprometidos
a algun linaje, por lo que estos marcadores pueden ser usados para subdividir la
poblacion de células CD34 en fracciones multipotentes y comprometidas en la
diferenciacion (Wognum et al, 2003).

En adicion al inmunofenotipo mencionado anteriormente, nuevos
marcadores de células primitivas hematopoyéticas han sido descritos a lo largo de
la década pasada, y uno de los hallazgos mas sorprendentes fue el hecho de
encontrar que la expresion del antigeno CD34 es reversible y que incluso células
con inmunofenotipo CD34-c-kit+lin-, son capaces de regenerar la hematopoyesis
en ratones inmunodeficientes e incluso son capaces de diferenciarse a

progenitores CD34+ y hacia mdltiples linajes hematopoyeticos en hospederos



tanto primarios como secundarios (Zanjan et al, 1998; Bhatia et al, 1998; Guo et
al, 2003).

Aunado a lo anterior, se ha descrito que las células primitivas
hematopoyéticas son CD133 (AC133) positivas y CD7 negativas. Dicho
inmunofenotipo se presenta con una frecuencia del 0.2% y es caracteristico de
progenitores inmaduros e incluso de la fraccién celular CD34-CD38-lin- humana, la
cual tiene actividad repobladora en ratones inmunodeficientes (Gallacher et al,
2000).

Ademas de los antigenos antes mencionados, se sabe que la fraccién de
células humanas CD34+ que tiene actividad repobladora en ratones
inmunodeficientes, también son positivas a la glicoproteina P (P-gp) (una bomba
membranal responsable de la resistencia a drogas); a CDCP1 (del inglés Cub-
domain containing protein); asi como a los receptores 1 y 2 del factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGFR-1 y VEGFR2 o KDR), los cuales se han
visto involucrados con la estimulacion del ciclo celular y la viabilidad de células

primitivas hematopoyéticas (Wognum et al, 2003).

1.3. Organizacion estructural del sistema hematopoyetico

A pesar de la extensa descripcion que se ha realizado en cuanto a los
marcadores de superficie presentes en las células primitivas hematopoyéticas, no
existe un fenotipo definitivo que permita identificar a la poblacion o poblaciones
mAas primitivas, y ya que éste es un sistema altamente dinAmico y complejo, su
estudio se ha compartamentalizado en 4 grandes subpoblaciones (Figura 1).

El primer compartimiento corresponde al de las Células Troncales
Hematopoyéticas (CTH), también nombradas células madre, células seminales o
células tallo. La mayoria de estas células residen en la médula 6sea, donde
constituyen una poblacion heterogénea, con morfologia linfo-blastoide. Su niumero
celular representa aproximadamente 1 de cada 10* células del total contenido en

la médula 6sea (Szilvassy y Hoffman, 1995).
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Funcionalmente las CTH son capaces de autorrenovarse en células
semejantes a ellas mismas y de dar origen a los diferentes tipos de células
sanguineas, es decir son multipotenciales. Ademas que son capaces de
restablecer la hematopoyesis por varios meses en ratones inmunodeficientes o
previamente irradiados, por lo que son conocidas como células repobladoras de
ratones NOD-SCID (SRC) (Mayani et al, 2003).

Inmunofenotipicamente esta subpoblacién presenta el antigeno CD34, y
carece de la expresibn de CD38. Ademas se sabe que son células CD133+,
CD90+ y CD117+, y carecen de la expresion de CD45-RA y HLA-DR (Engelhardt
et al, 2002). Cabe mencionar que dentro de las CTH se incluye a la
subpoblacién CD34-lin-, la cual corresponderia a la subpoblacion hematopoyética
mas primitiva (Osawa et al, 1996).

Conforme las CTH avanzan en el proceso de maduracion, dan origen al
segundo compartimiento hematopoyetico, formado por las Células Progenitoras
Hematopoyéticas (CPH). Esta es una poblacion celular muy heterogénea que
constituye el 0.3% del total de las células presentes en la médula ésea (Engelhardt
et al, 2002). Fenotipicamente las CPH adquieren la expresion de los antigenos
CD38, CD45RA, y CD71, y mantienen la expresion del antigeno CD34.
Funcionalmente éstas células son capaces de formar colonias hematopoyéticas en
cultivos semisolidos, y su potencial proliferativo es variable, pudiendo ser alto,
intermedio o bajo (Mayani et al, 1993).

Al continuar con su proceso de diferenciacion, las CPH dan lugar al tercer
compartimiento, que incluye a los precursores hematopoyéticos reconocibles por
su morfologia, que en las diferentes lineas de diferenciaciébn hematopoyética
presentan diferentes estadios de maduracion, y finalmente el cuarto
compartimiento que agrupa a las células precursoras, dan origen a las células
sanguineas circulantes encargadas de realizar funciones bioldgicas especificas en

el organismo.
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Figura 1. Organizacion jerarquica del sistema hematopoyetico. El esquema muestra en forma
piramidal a las Células Seminales Hematopoyéticas (SCH), que dan lugar a las Células
Progenitoras Hematopoyéticas (SPH), para finalmente encontrar en la base de la piramide a las
Células Precursoras Hematopoyéticas y Células Maduras Circulantes.

1.4. Organos y microambiente hematopoyetico.

Debido a las altas exigencias de la hematopoyesis, este proceso toma lugar
en organos especificos, dependiendo de la etapa de desarrollo del individuo. Las
primeras CTH aparecen en el saco vitelino y casi simultdneamente se pueden
detectar en la regidén aorta gonada mesonefros del embrién. Posteriormente, las
CTH son detectadas en higado fetal y en el bazo fetal, donde existe una elevada
actividad hematopoyética antes del nacimiento. Ya en la etapa posnatal, mas del
90% de la actividad hematopoyética toma lugar en el estroma de la médula 6sea,
dentro del tejido esponjoso de los huesos en lo que se ha denominado
Microambiente Hematopoyetico (Figura 2) (Morrison, 1995).

El microambiente hematopoyetico (MH) esta constituido por células

estromales, células accesorias y diversos componentes de la matriz extracelular.
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Todos estos constituyen un nicho indispensable para la supervivencia,
proliferacion y diferenciacion de las Células Troncales y Progenitoras
Hematopoyéticas (Nicola, 1989; Mayani et al, 2002; Short et al, 2003). El
componte estromal incluye los elementos del tejido conectivo no hematopoyetico,
qgue provee un soporte estructural y funcional para desarrollar la hematopoyesis.
Dentro de este componente se encuentran los siguientes tipos celulares:

- Fibroblastos: representan el mayor componente del microambiente
hematopoyetico tanto in-vivo como in vitro en los cultivos de médula 0sea a largo
plazo (LTMC — por sus siglas en inglés). Estas células tienen la capacidad de
producir y liberar al medio citocinas como el Factor de Células Seminales (SCF),
Interleucinas 1y 6 (IL-1 e IL-6), asi como los factores estimuladores de colonias
de granulocitos y de granulocitos-monocitos (G-CSF, y GM-CSF respectivamente)
(Dorshkind, 1990). Asi mismo, son capaces de secretar colagena tipo |y tipo lll,
gue junto con la colagena tipo IV (secretada por las células endoteliales), generan
el mayor componente de la membrana basal del microambiente hematopoyetico
(Chabannon y Torok-Storb, 1992).

- Células reticulares: Células que por su localizacion alrededor de los sinusoides
Venosos, presentan extensiones citoplasmicas que les permite estar en estrecho
contacto con células endoteliales y regular la migracion de células sanguineas
hacia la circulacion (Chabannon y Torok-Storb, 1992).

- Adipocitos: Células grandes, con nucleos pequefios y citoplasma vacuolado con
contenido lipidico, que ocupan el mayor espacio de la médula 6sea de mamiferos
adultos (médula 6sea amarilla). En LTMC su aparicion depende de la adicién de
hidrocortisona, y se piensa que tienen efecto en inhibir la hematopoyesis
(Dorshkind, 1990; Chabannon y Torok-Storb,, 1992).

- Células endoteliales: Ubicadas como revestimiento de los vasos sanguineos,
representan un componente critico durante el “homing” de las células
hematopoyéticas. Estas células expresan en su superficie el antigeno CD34 y se
cree que regulan la hematopoyesis a través de la produccion de colagena tipo IV y
laminina, asi como IL-6, y los diferentes factores estimulantes de colonias (G-CSF,
GM-CSF y M-CSF) (Rafii, 1994).
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- Osteoblastos: Células encargadas de secretar la matriz del hueso, que son
capaces de secretar citocinas inhibidoras de la hematopoyesis como el Factor de
Crecimiento Transformante beta (TGFf), e Interleucina 1 (IL-1) (Chabannon y
Torok-Storb, 1992).

Ademas del componente estromal, el MH también tiene células que derivan
del componente hematopoyetico, como los macrofagos y los linfocitos, éstos
ultimos considerados células accesorias.

Los macréfagos son células altamente abundantes en los LTMC, asi como
en la médula 6sea, y se encargan de regular la hematopoyesis a través de la
secrecion de citocinas como Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNFa), GM-CSF, y
las interleucinas 1, 3, 6 y 8 (Rappolee y Webb, 1988).

Como se mencion6é anteriormente, el MH también esta conformado por
elementos de la matriz extracelular, dentro de los que se encuentran
principalmente colagenas tipo I, Il y IV; fibronectina, que contiene diversos
dominios estructurales que median el anclaje celular, asi como la adhesion a
colagena y laminina. Otros componentes de la matriz extracelular son las
hemonectinas, y los proteoglicanos, quienes junto con los componentes antes
descritos, se encargan de regular la adhesion, autorrenovacion y diferenciacion

cde las células hematopoyéticas (Chabannon y Torok-Storb, 1992).

Figura 2. Microambiente Hematopoyético. El esquema muestra los componentes de la matriz
extracelular (1), asi como células fibroblasticas (2), endoteliales (3), adipocitos (4) y osteoblastos
(5), ademas de células accesorias (6) y células seminales hematopoyéticas (7).
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1.5. Citocinas que requlan la hematopoyesis.

El funcionamiento del sistema hematopoyetico, depende de reguladores
intrinsecos (factores de transcripcion nuclear, moléculas involucradas en la
transduccion de las sefales, y reguladores del ciclo celular), los cuales son
modulados por sefiales externas, provistas por citocinas y matriz extracelular.
Hasta la fecha mas de 30 citocinas hematopoyéticas han sido identificadas y
estas moléculas se encargan de regular tanto positiva como negativamente la
sobrevida, proliferacion, diferenciacion y muerte de las células hematopoyéticas
(Mayani et al, 2003). Algunas de las citocinas hematopoyéticas ejercen sus
efectos sobre CTH muy tempranas (Factores hematopoyeticos linaje no
especificos) y algunas otras actian solamente sobre progenitores
hematopoyeticos comprometidos hacia una determinada linea de diferenciacion
(Factores hematopoyeticos linaje especificos) (Tavassoli, 1993; Nicola, 1989),
aunque también existe interaccion entre los diferentes factores de crecimiento, de
manera que la regulacion de la hematopoyesis involucra una amplia gama de
eventos celulares. Dentro de las principales citocinas reguladoras de la

hematopoyesis (tanto estimuladoras como inhibidoras) se encuentran:

Factor de Células Seminales (SCF por sus siglas en inglés).

Ubicado en el brazo largo del cromosoma 12, es también conocido como
factor steel, ligando de Kit y/o factor de crecimiento de células cebadas. EI SCF
es producido en forma soluble y transmembranal como producto de splicing
alternativo del mismo gen. La forma transmembranal (de 248 aminoacidos),
puede ser cortada proteoliticamente para generar la forma soluble (de 164
aminodcidos) (Anderson et al, 1990).

Dentro de sus principales funciones, se ha descrito que es esencial como
regulador de la sobrevida, crecimiento y diferenciacion de células hematopoyéticas
en cualquier estadio de diferenciacion, asi como en el desarrollo de melanocitos y
células de la linea germinal, durante el desarrollo embrionario y la vida adulta.

También se encuentra involucrado en el “homing” de las células seminales a sus
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sitios apropiados de desarrollo y en la inhibicion de la apoptosis (Roy-Keller y
Linnekin, 2001).

Durante el desarrollo embrionario el SCF es expresado en la espina dorsal,
cerebelo y bulbos olfatorios, lo que sugiere un papel regulador en el sistema
nervioso central. En el adulto se expresa en células endoteliales, monocitos,
fibroblastos, epitelio intestinal, placenta, cerebelo, testiculos, bazo y células de
Sertoli.

En cuanto al linaje hematopoyetico, su expresion ha sido detectada en
células CD34+ humanas, y se sabe que es capaz de sinergizar con otras citocinas
para promover la formacién de colonias especificas de diferentes linajes. Aunado
a lo anterior se sabe que cuando esta citocina se usa en combinacion con otros
factores de crecimiento hematopoyetico, puede soportar la expansién o inducir la
proliferacion de células progenitoras. ElI SCF por si mismo, es un potente factor de
sobrevivencia de CTH, asi como de su progenie mas comprometida in vitro (Roy-
Keller y Linnekin, 2001). (Tabla 1).

Ligando de la Tirosina Fetal 3.

El Ligando de la Tirosina Fetal 3 (Flt-3L), es un miembro de la familia de
citocinas que al unirse a su receptor (Flt-3), estimula la proliferacion de células
hematopoyéticas. EI gen que codifica a esta proteina se encuentra ubicado en el
cromosoma 19q13.3, a partir del cual se pueden generar dos diferentes proteinas.
La isoforma predominante, es una proteina transmembranal que puede ser
cortada proteoliticamente para generar la forma soluble del Flt-3L (Pulendran y
Dillon, 2001).

Esta molécula se expresa en forma ubicua en diferentes tejidos, aunque su
mayor expresion se detecta en células mononucleares de sangre periférica. En
contraste, su receptor se encuentra restringido a células seminales y progenitoras
del sistema hematopoyetico (Brasel et al, 1995).

El FIt-3L, por si mismo, es capaz de estimular el crecimiento de células
seminales y progenitoras hematopoyéticas, asi como de los linajes linfoides y

mieloides, aunque tiene un efecto mucho mayor cuando se usa en combinacién
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con otros factores de crecimiento. Esta molécula induce alta proliferacion en
células de medula 6sea, cordon umbilical y sangre periférica, aunque sinergiza
con otros factores (GM-CSF, IL-3, SCF, IL-6, G-CSF, IL-1b, TPO, y EPO), para
inducir expansion y crecimiento de colonias de células hematopoyéticas humanas
(Brasel et al, 1996). Ademas de lo anterior, el FIt-3L actda en forma sinérgica con
citocinas especificas para inducir timopoyesis, desarrollo de células Naturales
Asesinas (NK-por sus siglas en inglés) y desarrollo de células B, ademas de que
puede incrementar los progenitores megacariociticos en células seminales de
sangre de cordon umbilical y sangre periférica (Pulendran y Dillon, 2001). (Tabla
1).

Trombopoyetina (TPO).

La trombopoyetina, ubicada en el cromosoma 3g27-28 del humano, es
sintetizada en el higado como una glicoproteina de 332 aa, con un peso molecular
de 80-90 kDa. Para ejercer sus efectos la molécula es secretada a la circulaciéon
donde se une a su receptor (c-mpl), ubicado preferencialmente en plaquetas y
megacariocitos quienes gracias a su efecto evitan la apoptosis e incrementan su
namero celular y su tamafo. (Tabla 1).

Cuando la TPO es administrada in-vivo, provoca un incremento en el
namero de precursores de megacariocitos (Meg-CFC), e induce un incremento de
precursores de todos los linajes hematopoyeticos (Kuter, 2001). Diversos estudios
in vitro han mostrado que la TPO actla sinergicamente con FLT-3L y c-kit para
estimular la proliferacion y expansiéon de células troncales hematopoyéticas
(dentro de las que se encuentra las subpoblaciones CD34+ y CD34+CD38-).
Aunado a lo anterior, se ha descrito que poblaciones celulares CD34+CD38-
carentes del receptor para TPO (c-mpl negativa), pierden la capacidad de repoblar
ratones inmunodeficientes y de tener actividad repobladora a largo plazo lo que no
sucede en su contraparte c-mpl positiva. Este hecho demuestra que la TPO no
solo estimula la megacariopoyesis, sino que también es capaz de regular un

amplio espectro de eventos hematopoyeticos (Wendling, 1999).
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Interleucina 6 (IL-6)

El gen de la interleucina 6 humana se encuentra ubicado en el cromosoma
7p21 y codifica a una proteina de 186 aa, con al menos cinco diferentes formas
moleculares. Sus pesos moleculares oscilan entre 21 y 28 kDa, y la diferencia
reside en las modificaciones postraduccionales como glicosilacién y fosforilacion
(Matsuda e Hirano, 2001).

La IL-6, es una citocina pleiotropica, producida por diferentes tipos
celulares, siendo sus principales fuentes macréfagos, fibroblastos y células
endoteliales; aunque también es producida por células T, células B, monocitos,
osteoblastos, astrocitos, células de la glia, queratinocitos y células de musculo liso
(Astaldi et al, 1980).

Para ejercer sus efectos, esta citocina se une a su receptor, que consiste de
dos subunidades transmembranales: la alfa (o)), es una glicoproteina de 80 kDa
gue se une con baja afinidad a la IL-6, y la subunidad beta (), que corresponde a
una glicoproteina de 130 kDa que se une al heterodimero IL-6-IL6aR para formar
un complejo de alta afinidad que es capaz de inducir diferentes sefiales (Matsuda
e Hirano, 2001).

Dentro de sus principales funciones, se ha reportado que es capaz de
estimular la proliferacion de células B normales o leucémicas, e inducir la
produccion de inmunoglobulinas. Asi mismo es requerida para la produccién de
anticuerpos por las propias células B, y para inducir la activacion, crecimiento y
diferenciacion de células T. Aunado a lo anterior, se ha descrito que es capaz de
actuar como un factor de estimulacion y regeneracion hepético (Beagley et al,
1989).

En el area hematopoyética, se sabe que la IL-6 en combinacién con
Interleucina 3 (IL-3), induce la proliferacion de progenitores hematopoyeticos
multipotentes. Ademas actla sinergicamente con el Factor Estimulante de
Colonias de Monocitos (CFU-M-por sus siglas en inglés) para inducir el incremento
en numero y tamafo de progenitores de tipo macrofagico. Un dato de
consideracion, es que la falta de produccion de IL-6 puede conducir a

padecimientos como Anemia de Fanconi, lo que evidencia el papel de la IL-6 en la
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regulacion de las células seminales hematopoyéticas (Matsuda e Hirano, 2001).
(Tabla 1).

Interleucina 3 (IL-3)

El gen humano para la Interleucina 3 se encuentra ubicado en el
cromosoma 5q23-31, y codifica a una proteina globular altamente glicosilada, que
se une con baja afinidad a la cadena o de su receptor el cual a su vez interactia
con la subunidad P para generar un complejo trimérico de alta afinidad, encargado
de transducir diferentes sefiales.

La IL-3 es producida principalmente por linfocitos T, células NK, células
cebadas y eosindfilos, y una vez unida a su receptor es capaz de estimular el
crecimiento, diferenciacion y sobrevivencia de células seminales y progenitoras
hematopoyéticas, incluyendo progenitores comprometidos a linajes particulares,
asi como células maduras. Ademds, es capaz de estimular las funciones
efectoras de células cebadas, eosindfilos, basoéfilos y macrofagos. En
combinacion con CD40, la IL-3 es capaz de estimular la produccién de células
dendriticas in-vitro, y el crecimiento de progenitores B (Schareder, 2001). (Tabla
1).

Factor Estimulante de Colonias de Granulocitos-macréfagos (GM-CSF).

El gen del GM-CSF se encuentra en el cromosoma 5qg31.1, y codifica a una
proteina con peso molecular entre 14 y 33 kDa, que posee dos uniones disulfuro
intramolecular y diferentes sitios de glicosilacion. La proteina madura utiliza un
complejo receptor que consiste en una cadena a, a la cual se une con baja
afinidad, y una cadena 3 (comun con IL-3 e IL5), que al unirse con la cadena a. y el
GM-CSF forman un complejo de alta afinidad (Altmann et al, 1995).

Esta molécula es producida por linfocitos T activados, fibroblastos, células
endoteliales, macrofagos y células estromales, aunque reportes aislados sugieren
que también es producido por linfocitos B, células cebadas, eosindfilos y
osteoblastos.
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El GM-CSF estimula la sobrevivencia de células formadoras de colonias
hematopoyéticas de los linajes macrofagico, megacariocitico, neutrofilico vy
eritroide. Asi mismo incrementa la actividad quimiotactica de eosindfilos vy
neutréfilos, incrementa la expresion de moléculas de adhesion, la actividad
fagocitica y la capacidad que tienen estas células para mediar la citotoxicidad
dependiente de anticuerpos. En sinergismo con TNFa, estimula la proliferacion y
diferenciacion de células dendriticas involucradas en la presentacion de antigenos,
y es capaz de estimular a los macrofagos a liberar citocinas, como: IL-1, G-CSF,
M-CSF, TNFa, IL-6 y prostaglandinas (Nicola, 2001). (Tabla 1).

Factor Estimulante de Colonias de Granulocitos (G-CSF).

El gen humano del Factor Estimulante de Colonias de Granulocitos, se
encuentra codificado en el cromosoma 17g21-22, y da lugar a una glicoproteina de
20 a 25 kDa, que para ejercer sus efectos biolégicos requiere de la interaccion con
su molécula receptora asociada a membrana (G-CSFR).

Esta molécula es expresada por monocitos, macrofagos, células
endoteliales y fibroblastos, aunque también se ha detectado en células de
carcinoma escamoso, glioblastoma y hepatoma (Nagata, 2001).

El G-CSF estimula la formacion de colonias de granulocitos en cultivos
semisoélidos de médula 6sea, y a diferencia de otros Factores Estimulantes de
Colonias, su efecto es mas especifico para el linaje granulocito neutrofilico, en
donde ademas de prolongar la sobrevida, incrementa la capacidad funcional de las
células maduras (Cohen et al, 1987). (Tabla 1).

Eritropoyetina (EPO)

En el humano, el gen de la eritropoyetina se presenta como una sola copia
en el cromosoma 7q11-22, y codifica a una proteina globular de 34 kDa, que se
une a su receptor de 55kDa, para ejercer sus efectos bioldgicos.

La EPO se expresa principalmente en rifiones e higado, en donde es
secretada por fibroblastos peritubulares y hepatocitos. Esta molécula también ha
sido detectada en pulmones y testiculos en estados normales. Sin embargo, en
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estado de hipoxia su expresion se incrementa y llega a ser incluso detectada en
bazo (Spivak, 2001).

La principal actividad de la EPO es controlar la produccion de células
eritroides a través de la promocion de la sobreviencia, proliferacion vy
diferenciacion de progenitores eritroides en la Médula Osea, aunque tiene efectos
especificos dependiendo de su célula blanco, ya que se conoce que en
células progenitoras eritroides tempranas (BFU-E), la EPO actia como agente
mitogénico y promueve su proliferacion, mientras que en progenitores eritroides
tardios (CFU-E), actia como agente de sobrevencia (Miyajima et al, 1999).
(Tabla 1)

Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNFo)

El gen humano para el TNFa se encuentra localizado en el cromosoma
6p21.1-21.3, y codifica a una proteina de 157 aa, con peso molecular de 17 kDa,
que se une a dos diferentes receptores: p60 (también llamado p55, CD120a o tipo
I) y p80 (denominado p75, CD120b o tipo IlI). EIl receptor p60 es expresado en
todos los tipos celulares, mientras que p80 solo se expresa en células
hematopoyéticas, células del sistema inmune y células endoteliales, lo que sugiere
actividades biologicas diferentes (Aggarwal et al, 1985).

Esta molécula es producida por un amplio nimero de tipos celulares,
principalmente macréfagos y monocitos, células T, células B, astrocitos,
fibroblastos, células naturales asesinas (NK), células de musculo liso, células
epidermales y diversas lineas tumorales (melanoma, tumores de prostata, tumores
pancreaticos y tumores mamarios).

El TNFa es una citocina multipotencial que regula diferentes actividades
biolégicas dependiendo de su célula blanco, es requerido para la proteccion contra
infecciones bacteriales, la replicacion viral, la modulacion del sistema inmune y la
regulacion de choque séptico y enfermedades autoinmunes.

En el sistema hematopoyetico, inhibe la eritropoyesis normal y leucémica
(alterando la cinética del linaje eritroide), disminuye la expresion de receptores a

G-CSF, reduce la expresion del receptor c-kit, suprime la proliferacion de colonias
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de granulocitos, monocitos y macrofagos. Especificamente en macrofagos, es
capaz de incrementar la expresion de moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad, inducir la expresion de GM-CSF, G-CSF e IL-1, aunque
también reduce la unién y migracion de linfocitos a través de células endoteliales.
En estas ultimas, es capaz de inducir la produccion de IL-1, G-CSF, GM-CSF y el
receptor de IL-3. Aunado a ello, estimula la expresion de moléculas de adhesién
como: ICAM-1, VCAM-1, E y P-selectinas (Aggarwal et al, 2001). (Tabla 1).

Factor de Crecimiento Transformante beta (TGF).

La familia de reguladores de crecimiento y diferenciacion TGFp, se
encuentra formada por 3 miembros purificados en mamiferos (TGFB1, TGFB2, y
TGFB3), y codificados por genes unicos localizados en diferentes cromosomas
(19913, 1941 y 14924 respectivamente). Las formas bioactivas de TGFp tienen un
peso molecular de 25 kDa, y estdn compuestas de dos cadenas peptidicas unidas
por puentes disulfuro, las cuales pueden formar homodimeros o heterodimeros,
que se unen a dos diferentes receptores (TGFBRI y TGFBRII), para formar un
complejo de alta afinidad encargado de traducir las sefiales (Flanders y Roberts,
2001).

El TGFB es producido por células embrionarias, células mesenquimales,
células epiteliales, cerebro y médula ésea, aunque las fuentes mas abundantes
son plaquetas, hueso y bazo. Sus efectos son diversos dependiendo del tipo
celular y la concentracién en la que se presente, pero es capaz de regular la
proliferacion y diferenciacion celular, asi como la produccion y degradacion de
matriz extracelular. Ademas, se sabe que es capaz de regular migracion celular,
respuesta inmune y respuesta inflamatoria. Se ha caracterizado como un potente
inhibidor de la proliferacion de células epilteliales, endoteliales y
neuroectodermales, ejerciendo sus efectos en la fase G1 del ciclo celular (Poliak,
1996).

En el sistema hematopoyetico, es capaz de disminuir la frecuencia de
células seminales y progenitoras hematopoyéticas, mediante la inhibicién de su

proliferacion. Asi mismo, el TGFB1l es capaz de inhibir la proliferacion de
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progenitores hematopoyeticos tempranos, pero no tardios, aln en presencia de
EPO, SCF, GM-CSF e IL-3. Las células CD34+CD38- muestran una alta
sensibilidad a inhibir la progresion del ciclo celular por TGFB, mientras que cuando

las células avanzan en su diferenciacion esta inhibicion tiende a disminuir, aunque

no desaparece (Fortunel et al, 2000) (Tabla 1).

Nombre de la Receptores Ubicacién Quién la produce Principales efectos en
molécula cromosomal hematopoyesis

Factor de Células | c-kit 1222 Células endoteliales, | Regulador de la sobrevida,

Seminales (SCF). fibroblastos, bazo, timo, | proliferacion y diferenciaciéon de
placenta y cerebelo. células seminales y

progenitoras hematopoyéticas.

Ligando de Tirosina | Flt-3R. 19913.3 Expresion ubicua, pero alta | Estimula la proliferacion de

Fetal 3, (Flt-3L). en células mononucleares de | células seminales y
sangre periférica. progenitoras hematopoyéticas.

Trombopoyetina c-mpl 3927-28 Células hepaticas. Regula la maduracion de

plaguetas y megacariocitos.

Interleucina 6 (IL-6). | IL-6R 7p21 Macroéfagos, fibroblastos, | Regulador de la respuesta
células endoteliales y | inmune, reacciones de fase
monocitos. aguda y regulador de células

seminales hematopoyéticas.

Interleucina 3 (IL-3). | IL3R 5q23-31 Linfocitos T, células NK, | Estimula el crecimiento,
células mast, eosinofilos. diferenciaciéon y sobrevida de

células hematopoyéticas,

Factor Estimulante | GM-CSFR 5031.1 Linfocitos T activados, | Estimula la formacion de

de Colonias de fibroblastos, células | colonias de diferentes linajes

Granulocitos y endoteliales, macréfagos y | hematopoyeticos, incrementa

Macroéfagos. células estromales. actividad quimiotactica y

fagocitica. Estimula a
macrofagos a producir diversas
citocinas.

Factor Estimulante | G-CSFR 17921-22 Monocitos, macro6fagos, | Regula la  produccién de

de Colonias de células endoteliales y | granulocitos neutrofilos y activa

Granulocitos fibroblastos. la maduracién de neutrofilos.

Eritropoyetina EPOR 7911-22 Fibroblastos peritubulares | Regula la  proliferacion vy
renales y células hepaticas sobrevivencia de células

progenitoras eritroides.

TNFa P60 y p80 6p21.1-21.3 Macréfagos, monocitos, | Inhibidor de la eritropoyesis,
células T, células B, |supresor de colonias del linaje
fibroblastos, células NK. mieloide.

TGFB TGFBRI y | 19913, 1g41 y | Plaguetas, hueso y bazo. Inhibidor del ndamero vy

TGFBRII 14q24. capacidad proliferativa  de
células seminales y
progenitoras hematopoyéticas.

Tabla 1. Citocinas reguladoras de la hematopoyesis.

Como se ha descrito, son muy diversos los estimulos que regulan la
proliferacion, diferenciacion y sobrevivencia de las células hematopoyéticas, y a
pesar de que durante el proceso de maduracion existe un estricto mecanismo de
regulacion, llegan a presentarse situaciones en donde el equilibrio se pierde,
conduciendo a diferentes patologias hematologicas, dentro de las que se

encuentran las leucemias.
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2. Leucemia Mieloide Cronica.

2.1. Generalidades

La Leucemia Mieloide Crénica (LMC) fue descrita por primera vez en 1845
por Hughes Bennet, quien menciond que se trataba de una enfermedad de tipo
infeccioso, que causaba hipertrofia en higado y bazo, hasta provocar la muerte.
Sin embargo, pocas semanas después Rudolf Virchow, publicé un caso similar en
el que mencionaba que la enfermedad no era infecciosa y que implicaba un
incremento en el numero de células sanguineas, por lo que acufié el término de
leucemia (del griego leucos, que significa célula blanca). En el afio 1870,
Neumann reconocié que las células leucémicas descritas se originaban en la
meédula 0sea y casi cien afios después, en 1960, Nowel y Hungerford describieron
que en el padecimiento existia un pequefio cromosoma anormal que se
presentaba en todos los casos de esta leucemia. No obstante, fue hasta el afo
1973 que Janet Rowley, describié que el cromosoma anormal era provocado por
una translocacion reciproca entre los brazos largos de los cromosomas 9 y 22,
designandole el nombre de cromosoma Philadelphia (Ph) (Rowley, 1973; Piller,
2001).

Actualmente la LMC es definida como una enfermedad mieloproliferativa
clonal, que se origina en las CTH y que ésta caracterizada por la presencia del
cromosoma Philadelphia y su producto oncogénico Bcr-Abl (Jorgensen vy
Holyoake, 2001).

La incidencia de la LMC en el mundo es de aproximadamente 1 a 2 casos
por cada 100, 000 personas, siendo diagnosticados entre 3500 y 5000 nuevos
casos por afio en Estados Unidos, lo que provoca que este padecimiento ocupe el
15 y 20% de todas las leucemias presentes en adultos. En lo referente a la
Republica Mexicana, se ha calculado que existen alrededor de 80,000 casos de
leucemia, de los cuales el 10% corresponde a LMC (Deininger y Druker, 2003;
Godngora-Bianchi et al, 2005).
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La edad promediio de diagndstico es de 60 afos, y se presenta con menor
frecuencia en personas menores de 40 afos, con tendesncia a incrementarse
exponencialmente con la edad. No existe predisposicién genética o geogréfica
para adquirir este padecimiento, aunque algunos autores lo han asociado con
exposicion a altas dosis de radiacion ionizante (Deininger et al, 1998, Deininger y
Druker, 2003).

Los sintomas tipicos de la enfermedad son fatiga, anorexia, pérdida de
peso, y esplenomegalia (qQue se presenta alrededor del 50% de los pacientes). Sin
embargo, cerca del 40% de los pacientes son asintomaticos y su diagnostico se
basa Unicamente en una cuenta de células sanguineas anormal (Sawyers, 1999).

Clinicamente, la LMC se divide en fase cronica, fase acelerada, y crisis
blastica. La primera de ellas, es un estado pre-maligno en el que se diagnostica el
90% de los pacientes, quienes permanecen en ella durante 3 a 8 afos. En esta
fase, las células sanguineas retienen su capacidad de diferenciarse y funcionar de
manera normal, hasta que el padecimiento progresa a la fase acelerada en la
que se comienzan a detectar células inmaduras en la circulacion sanguinea. Los
criterios diagnosticos de la fase acelerada no son universales (por lo que existen
autores que no la refieren), y su duracion varia de semanas a afios. Finalmente, la
enfermedad progresa a la crisis blastica, caracterizada por 30% o mas células
inmaduras (blastos) en circulacion e incluso en infiltrados extramedulares. Durante
esta fase la sobrevida de los pacientes se reduce a meses e incluso semanas
(Epstein, 1999; Lee, 2000).

2.2. Cromosoma Philadelphiay p210

La Leucemia Mieloide Cronica es el Unico padecimiento hematoldgico
directamente asociado a la presencia de una anormalidad cromosomica, ya que el
95% de los pacientes presentan el cromosoma Ph (Figura 3), mientras que el

restante 5% presentan translocaciones extrafias (que no pueden ser detectadas
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por andlisis citogenéticos rutinarios), o tienen translocaciones complejas que
involucran la participacion de un tercer cromosoma (Cross y Reiter, 2002).

En contraste, existen casos de sujetos sanos que presentan el cromosoma
Ph, sin desarrollar la enfermedad, por lo que se ha sugerido que en ellos, la
anormalidad cromosémica se origina en células progenitoras comprometidas o
incluso en células precursoras, cuya progenie esta destinada a morir después de
cierto numero de divisiones celulares (Biernaux et al, 1996; Clarkson, 2003).

Desde el punto de vista molecular, el cromosoma Ph es un cromosoma 22
acortado, que resulta de la translocacion reciproca entre los brazos largos de los
cromosomas 9 y 22 [t(9;22)], en donde se involucra la adicion de segmentos 3’ del
gen ABL (ubicado en el cromosoma 9qg34) a segmentos 5’ del gen BCR (ubicado
en el cromosoma 22g11), creando un gen hibrido BCR-ABL que es transcrito a un
ARN mensajero quimérico BCR-ABL de 8.5kb (Epstein, 1999).
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Figura 3. Cromosoma Philadelphia. El esquema muestra los cromosomas 9 y 22 normales, asi

como el segmento del cromosoma 22 adicionado al cromosoma 9 (9q+) y el cromosoma 22

acortado (22g-).

El gene ABL normal humano, es el homologo al oncogen v-abl presente en
el virus de la leucemia murina de Abelson, y codifica a una proteina tirosina cinasa
no receptor con peso molecular de 145 kDa (Figura 4A). En su extremo amino
terminal, la proteina Abl posee tres dominios SH (SH1-SH3). El dominio SH1 esta

involucrado con su funcion tirosina cinasa, mientras que los dominios SH2 y SH3
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le permiten interactuar con otras proteinas. EIl centro de la molécula presenta
secuencias ricas en prolina, que son capaces de interactuar con dominios SH3
presentes en otras proteinas, mientras que el extremo carboxilo terminal tiene
sefales de localizacion nuclear, sitios de union al ADN vy sitios de exporte nuclear
que le permiten oscilar entre el citoplasma y el nlcleo, asi como su asociacion con
la cromatina (Deininger et al, 2000; Sawyers, 1992).

Las funciones celulares de Abl han sido asociadas con apoptosis en
respuesta a radiacion ionizante y a inductores de dafio al ADN. Estos agentes
activan la actividad cinasa de Abl en nucleo y permiten realizar su funcién en el
citoplasma mediante la activacion de sefiales proapoptoéticas inducidas por p73
(una proteina andloga a p53). Sin embargo, la funcién apoptotica de Abl se
bloquea cuando ésta se encuentra asociada a la proteina del retinoblastoma (RDb).
Estas funciones han ubicado a Abl como un agente regulador del ciclo celular en
respuesta a dafio y estrés genotdxico (Wang, 2000).

El gen BCR por su parte, codifica a una proteina ubicua de 160 kDa (Figura
4B), que posee un dominio amino terminal con actividad serina-treonina cinasa,
cuyo unico sustrato identificado es la proteina Bap 1, un miembro de la familia de
proteinas reguladoras del ciclo celular 14-3-3 (Reuther et al, 1994). EI dominio
central de Bcr contiene una region que estimula el intercambio de GTP por GDP,
mientras que el extremo carboxilo terminal tiene actividad GTPasa para Rac (un
miembro de la superfamilia Ras, que regula la polimerizacion de actina). Sin
embargo, aunque Bcr parece responder como transductor de sefales, su
verdadero papel biolégico no ha sido determinado, aunque su participacion en
leucemias Ph positivas parece de relevante importancia (Diekmann et al , 1991;
Deininger et al, 2000).
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Figura 4. Estructuray dominios funcionales de las proteinas Abl (A) y Bcr (B) normales. (Ver

texto para la descripcion de cada uno de los dominios)

El punto de ruptura del gen ABL puede ocurrir en cualquier sitio a lo largo
de un area de 300 kb en su extremo 5’ (Figura 5A). Una primera posibilidad es
corriente arriba del primer exén (Ib). Otro sitio es corriente abajo del segundo exén
(la), aunque usualmente el sitio de ruptura se presenta entre éstos dos exones.

En contraste a Abl, los puntos de ruptura del gen Bcr se localizan en 3
diferentes regiones (Figura 5A). El primer sitio de ruptura de BCR, se ubica en un
area de 5.8 kb entre los exones 12 y 16 (originalmente denominados exones b1l-
b5), referido como region de ruptura mayor (M-bcr), y dependiendo del splicing
alternativo que se realice, puede generar los transcritos de fusién b2a2 o b3a2
(Figura 5B). Este tipo de transcritos codifica a una proteina de 210 kDa (p210°®"
Abhy " caracteristica de los pacientes con Leucemia Mieloide Crénica y de una
tercera parte de los pacientes con Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA). El resto
de los pacientes con LLA presentan el transcrito ela2, originado en un area de
54.4 kb por la ruptura en el exén e2 de Bcr, en el sitio conocido como regién de
ruptura menor (m-bcr), el cual codifica a una proteina de 190 kDa (p190Bcr-Abl).
Finalmente, el transcrito e19a2 caracteristico de leucemia neutrofilica cronica, se

ubica en el exdn el9 de Bcr en la region conocida como p-ber y codifica a una
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proteina de 230 kDa (p230Bcr-Abl) (Figura 5C) (Deininger et al, 2000; Jorgensen
y Holyoake, 2001, Clarkson et al, 2003).
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Figura 5. Sitios de ruptura y translocacion de Bcr-Abl. (ver texto para la descripcion de la

figura).

Como se mencion6 anteriormente, la LMC se caracteriza por la presencia
del cromosoma Ph y en consecuencia del gen de fusion Bcr-Abl, el cual codifica
para la oncoproteina p2105“*"' (p210). Esta proteina, a diferencia de la proteina
Abl normal se ubica preferencialmente en el citoplasma, en donde tiene una
incrementada y constitutiva actividad tirosina cinasa, la cual es esencial para la
transformacién maligna (Calabretta y Perrotti, 2004).

La actividad tirosina cinasa de Bcr-Abl resulta de la delecion del dominio
SH3 de Abl, y tiene como consecuencia la autofosforilacion de p210 en el residuo
de tirosina 177 (Y177) (Pendergast et al, 1993). La expresion ectopica de p210

resulta en una independencia a factores de crecimiento y en la transformacién
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leucémica de lineas celulares hematopoyéticas. Aunado a ello, la expresion
transgénica de p210 induce leucemia o enfermedades mieloproliferativas,
indicando un papel directo y causal de Bcr-Abl en Leucemia Mieloide Cronica
(Dash et al, 2002), ya que es capaz de activar numerosas vias de sefalizacion

que inducen al fenotipo leucémico.

Alteracion de las propiedades de adhesién celular

La adhesion de las células troncales y progenitoras hematopoyéticas al
estroma medular, regula negativamente eventos de proliferacién a través de la
participacion de integrinas, selectinas e inmunoglobulinas, siendo particularmente
importantes las B-integrinas. Estas al unirse a su receptor, son capaces de inhibir
la proliferacién de células hematopoyéticas normales, ademas que se involucran
en la regulacion de la movilidad celular al unirse a moléculas de adhesion focal
como paxilina, la cinasa de adhesion focal Fak, p130Cas y Hef-1 (Verfaillie et al,
1997).

No obstante, en LMC se detectan anormalidades en la expresion de
selectinas e integrinas, y se ha confirmado que células progenitoras Ph+ se unen
con menor afinidad al estroma que su contraparte normal. Aunado a ello, se ha
demostrado que las células de LMC presentan una variante de pl-integrina
(inhibidora de la adhesién), que no se encuentra en su contraparte normal
(Gordon et al, 1987; Zhao et al, 1997). Ademéas de lo anterior, se sabe que p210
es capaz de inducir plegamiento (ruffling) en la membrana, aumentando con ello la
movilidad celular, lo que favorece la mayor liberacion de células indiferenciadas a

la circulacién sanguinea (Jorgensen y Holyoake, 2001).

Activacion de sefales mitogénicas

La constitutiva actividad cinasa de la proteina p210, conduce a un
incremento en la capacidad proliferativa de las células de LMC. Esta actividad
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esta mediada por multiples vias de sefalizacion, entre las que se encuentran: las
proteinas RAS, las proteinas Stat y la via del PI13-cinasa.

La via de Ras, se activa constitutivamente por la interaccion de Bcr-Abl con
el complejo de proteinas de unién al receptor GRB2/Gab2, que al fosforilar el
adaptador SHC, induce un incremento en el intercambio de nucleétidos de
guanosina GDP/GTP, promoviendo la acumulacibn de GTP unido
constitutivamente a RAS, evento que induce la excesiva proliferacién celular
(Sawyers et al, 1995).

Otra via activada por p210 es la del transductor y activador de la
transcripcion 5 (STAT 5), el cual interactia con el dominio SH2 de Bcr-Abl, lo que
conduce a su translocacion al nucleo, en donde funciona como un factor de
transcripcion, activando al gene antiapopt6tico Bel-XL y reduce la susceptibilidad a
la apoptosis en células Ph+ (Horita et al, 2000).

El Fosfatidil-Inositol 3 cinasa (PI3-K por sus siglas en ingles), es otro
blanco activado directamente por Bcr-Abl, ya que éste se une con la subunidad
reguladora (p85) de PI3K y conduce a la activacion y fosforilacion de moléculas
como BAD, MDM2 e IkB-cinasa. La activacion de BAD suprime su actividad
proapoptotica ya que permanece secuestrada en el citoplasma por la molécula 14-
3-3b. La activacion de MDM2 por su parte, incrementa su exporte nuclear y con
ello induce una eficiente degradacion de la proteina p53. Finalmente, la
fosforilacion de IkB cinasa incrementa la actividad de su sustrato kB, el cual
entonces esta sujeto a la degradacion dependiente del proteasoma, lo que
conduce a la liberacion y translocacion nuclear de NF-xB, en donde actia como
factor de transcripcidn, evento que se ha asociado con la transformacion maligna

de células primarias de raton (Calabretta y Perrotti, 2004; Rauther et al, 1998).

Inhibicion de la apoptosis

En LMC, mecanismos como la activacion de PI3K (que induce la activacion

de BAD), y de STAT5 (que contribuye al incremento de Bcl-XL), son los
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responsables directos de la resistencia a la apoptosis. No obstante, también se ha
descrito que Bcr-Abl, es capaz de proteger de la apoptosis inducida por estrés
mecénico y quimico, y aunque el mecanismo no esta totalmente entendido, se
sabe que Bcr-Abl puede bloquear la liberacion de Citocromo C de la mitocondria, e
inducir la activacion de caspasas (Shet et al, 2002; Amarante et al, 1998;

Gutiérrez-Castellanos et al, 2004).

Eventos genéticos

Asociado a las alteraciones antes descritas, en la gran mayoria de
pacientes con LMC se presentan cambios moleculares y citogenéticos asociados
con la evolucion de la enfermedad. Aproximadamente entre el 70 y 80% de los
pacientes presentan cambios cromosomales que involucran a los cromosomas 8,
17,9y 22 (Shet et al, 2002).

En el cromosoma 8924 se ubica el gen MYC, y se ha demostrado que en
los pacientes con LMC existe una sobre expresion de esta molécula asociado a la
trisomia 8, la cual es mas comun en la crisis blastica de la enfermedad (Jennings y
Mills, 1998).

Aunado a lo anterior, se ha demostrado que en el 25% de los pacientes en
crisis blastica, existen mutaciones, deleciones o rearreglos en el cromosoma 17, el
cual involucra alteraciones en el gen p53, lo que causa a su vez alteraciones en la
regulacion del ciclo celular (Schutte et al, 1993).

Otro gen frecuentemente involucrado en la progresion de la LMC, es p16
INK4, que se encuentra en el cromosoma 9 y que junto con el cromosoma 22
adquieren deleciones adicionales en las secuencias que flanquean el sitio inicial
de la translocacién, provocando la progresion de la leucemia. Asociado a este
hecho, se ha sugerido la presencia de un doble cromosoma Ph en las ultimas
fases de la enfermedad, evento que conduce al incremento en la expresion de la
proteina Bcr-Abl y a los efectos que esto conlleva (Sill et al, 1995; Shet et al,
2002).
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2.3. Opciones terapéuticas en LMC

Como en cualquier enfermedad, la eficiencia de una terapia esta dada por
la tasa de sobrevida en los pacientes, y particularmente en el caso de la LMC, se
han empleado los términos remision hematolégica, respuesta citogenética y
remision molecular para conocer el grado de avance y control del padecimiento.

Remision Hematolégica Completa (CHR- por sus siglas en inglés): Definida
como la cuenta normal de células sanguineas (incluyendo las células blancas), asi
como la desaparicion completa de signos y sintomas de la enfermedad.

Respuesta Citogenética Completa (CCR- por sus siglas en inglés): Referida
también como Respuesta Citogenética Mayor, indica la ausencia total de
metafases Ph+ empleando ensayos de citogenética clasica. Una Respuesta
Citogenética Parcial o Menor, implica la presencia de 1 a 35% de metafases Ph+.

Remision Molecular: Se emplea para designar que no existen transcritos
Bcr-Abl detectables por técnicas moleculares altamente sensibles como RT-PCR.
Sin embargo, existe el consenso que la negatividad de Bcr-Abl debe tener como
limite de deteccion 1 célula positiva en 10° a 10° células normales (Druker, 2001).

El primer tratamiento efectivo para la LMC fue la Solucién de Fowler’s, la
cual contenia arsénico como componente activo principal y fue utilizada a
principios del siglo XIX. Posteriormente entre los afios 1920 y 1930 y con el
advenimiento de la radioterapia, la irradiacion al bazo fue la principal opcién
terapéutica, ya que ofrecia a los pacientes la disminucién de la sintomatologia,
aungue no prolongaba su vida.

En 1953, el busulfan se empled en el tratamiento contra la LMC. Dicho
compuesto es un agente alquilante, extremadamente toxico para las células
progenitoras hematopoyéticas, el cual ofrece beneficio en la sobrevida de los
pacientes, por lo que el busulfan es actualmente empleado en regimenes de
preparacion para transplante alogénico de médula 6sea (Deininger y Druker,
2003).
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Las siguientes drogas efectivas en el tratamiento de la LMC fueron la
hydrea y el arabinosido de citocina, las cuales presentan menor efecto téxico que
el busulfan. Su efecto principal es destruir las células proliferantes, aunque son
incapaces de inducir remisiones citogenéticas, excepto cuando se usan a muy
altas dosis, lo que causa gran toxicidad y dafio no selectivo en células normales
en division.

A principios de los afios 80's el Interferon alfa (IFN-a) fue introducido como
tratamiento principal en la LMC (Tsao et al, 2002). Este agente produce CHR en
el 80% de los pacientes, y CCR en el 26% de los mismos si es empleado durante
la fase cronica de la enfermedad, y al ser utilizado en combinacion con
arabinosido de citocina se obtienen mejores resultados, alcanzando el 91% de
CHR vy el 58% de CCR.

El uso del IFN-a, presenta limitaciones en su biodisponibilidad, ya que es
detectado en el plasma de los pacientes durante las primeras 4 a 6 horas
posteriores a su administracién, y es practicamente indetectable a las 24 horas.
Esta limitada disponibilidad biolégica ha conducido a modificar el IFN-a mediante
Su union covalente con una molécula de polietilen-glicol de 40 kDa, lo que resulta
en un componente de baja tasa de absorcibn con una vida media de
aproximadamente 70 horas, el cual se ha denominado Interferon alfa pegilado
(PEG-IFN-a)). Esta molécula permanece en el plasma de los pacientes una
semana después de su administracion, y ha mostrado tener efectos aln en
pacientes que eran resistentes al efecto del IFN-a estandar (Talpaz, 2001).

En 1993, se sugiri6 que era posible disefiar un componente especifico para
el tratamiento de leucemias humanas asociadas a Abl (Anafi et al, 1993), y en
1996 se reportd a la 2-fenil-amino-pirimidina como el primer inhibidor especifico de
la cinasa Abl. Dicho inhibidor fue optimizado y dio lugar al Inhibidor de la
transduccion de sefiales nimero 571 (STI571) formalmente nombrado CGP57148-
B. Esta molécula es capaz de inhibir la autofosforilacion de las cinasas de Abl, el
receptor de PDGF y el receptor c-Kit. Esta inhibicion se debe a que el STI571

ocupa especificamente el sitio de union de ATP en el dominio cinasa de las
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diferentes proteinas, evitando con ello la fosforilaciéon de los sustratos activados
corriente abajo por Bcr-Abl (Druker y Lydon, 2000).

La fase | de los estudios clinicos con STI571, ahora llamado
comercialmente Gleevec (IMATINIB; Gleevec® , Novartis Pharmaceuticals), fueron
iniciados en Estados Unidos en 1998, al administrar por via oral 300 mg diarios del
compuesto en pacientes que habian sido resistentes a la terapia con IFN-a. Las
primeras evaluaciones clinicas mostraron que el 50% de los pacientes con CML
en fase crénica se encontraban en remision hematolégica y en todos los casos se
mostraba cierta respuesta citogenética. Aunado a ello, en pacientes con CML en
crisis blastica, se detectd una desaparicion del niumero de blastos en circulacion y
en infiltrados extramedulares (Goldman, 2000; Sawyers, 2001).

En estudios en fase Il con STI571, se ha demostrado que al administrar
diariamente 400 mg/kg de peso en pacientes que habian sido refractarios o
intolerantes a IFN-a, se presenta una remision hematoldgica completa de
aproximadamente el 95%, encontrando respuesta citogenética completa en el 41%
de ellos (Clarkson et al, 2003).

Sin embargo, a pesar de los avances en el tratamiento de la LMC y de los
resultados obtenidos en las fases | y Il del estudio con Gleevec, aun existen
importantes interrogantes acerca del uso de esta droga, por lo que la Unica opcién
curativa para este padecimiento es el transplante alogénico de células
hematopoyéticas.

A este respecto, se conoce que pacientes que recibieron transplante
alogénico de células hematopoyéticas, tienen una sobreviva libre de enfermedad
entre el 50 y 80%, aunque inconvenientemente el transplante esta limitado a
pacientes que tienen un donador apropiado y son clinicamente aptos para tolerar
el procedimiento médico (que incluye altas dosis de quimioterapia y radiacién total
en el cuerpo). No obstante, en pacientes no aptos para recibir un transplante
convencional, existe el transplante no mieloablativo, que por no recibir las dosis
normales de quimioterapia, resulta menos toxico, aunque no es claro si los
resultados de este trasplante son iguales a los del trasplante convencional
(Goldman, 2000; Clarkson et al, 2003).
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2.4. Subpoblaciones hematopoyéticas de Leucemia Mieloide Crdnica.

Se ha descrito que la LMC es una enfermedad hematoldgica originada en
las CTH, evento que tienen como consecuencia la produccion de células maduras
anormales que son indistinguibles de sus contrapartes normales, por lo que el
diagnostico definitivo de la enfermedad se basa en la demostracion citogenética y
molecular de la presencia del cromosoma Ph y la proteina Bcr-Abl.

La caracterizacion genotipica de LTC-IC, provenientes de pacientes
leucémicos en la primera fase de la enfermedad, ha demostrado la presencia de
células Ph+, asi como de una poblacion residual normal. En estos estudios se
logré demostrar que la poblacion Ph+, (dominante al inicio de los cultivos) tiende a
desaparecer, mientras que la poblacién normal se incrementa con el curso del
tiempo del cultivo (Coulombel et al, 1983). Ademas, se ha demostrado que las
LTC-IC Ph+ provenientes de sangre periférica o0 médula ésea leucémica, se
eliminan mas rapido que su contraparte normal, cuando son cultivadas en
presencia de capas alimentadoras de fibroblastos (Udomsakdi et al, 1992).

En un intento por distinguir las células normales y leucémicas en los LTC-
IC, se encontrd que las células CD34+HLA-DR- estan altamente enriquecidas en
LTC-IC y CFC Ph-/Bcr-Abl-, en contraste con la subpoblacion CD34+HLA-DR+
(Verfalllie et al, 1992), sin embargo, no existe hasta el momento una caracteristica
inmunofenotipica que permita distinguir entre la poblacion residual normal y la
poblacién leucémica, aunque si se han podido demostrar algunas alteraciones que
explican la permanencia de la subpoblacién anormal.

A este respecto, se ha reportado que el 90% de LTC-IC normales se
encuentran en estado quiescente, mientras que el mismo porcentaje de LTC-IC
leucémicas se encuentran en estado proliferativo (Holyoake et al, 2002).
Ademas, se ha reportado que células CD34+ provenientes de pacientes con LMC
al ser cultivadas en presencia de SCF (100 ng/ml) o IL-3 (100 ng/ml), presentan

ciclos celulares mas cortos que su contraparte normal (Traycoff et al, 1998), e
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incluso se sabe que esta misma subpoblacion celular es capaz de secretar al
medio GM-CSF (en concentracion de picogramos), e inducir con ello la
proliferacion celular (Jonuleit et al, 1998).

Aunado a lo anterior, se ha descrito que adicionar 100 ng/ml de SCF a
subpoblaciones de células CD34+, provoca un incremento en la proliferacion
celular, mientras que en la subpoblacién méas primitiva CD34+CD38-, se induce la
sobrevida y la expansion de unidades formadoras de colonias de Granulocitos-
Macréfagos (Moore et al, 1998). Cabe mencionar que poblaciones leucémicas
CD34+ altamente enriquecidas en células que se encuentran en la fase Gq del
ciclo celular, al ser transplantadas en ratones inmunodeficientes y sin haber
recibido ningun tipo de estimulacion, son capaces de salir de la quiescencia y
generar un comportamiento leucémico en los ratones (Holyoake et al, 1999).

Una probable explicacion a la proliferacion de células leucémicas que no
han recibido estimulos mitogénicos, es la produccion autdcrina de factores de
crecimiento. Este hecho ha sido demostrado en células de LMC CD34+ (Jiang et
al, 1999; Holyoake et al, 2001) y en lineas celulares humanas y de ratén
inmortalizadas con Bcr-Abl, las cuales pueden producir y secretar IL-3 y GM-CSF,
adquiriendo con ello la capacidad de inducir su propia proliferacion (Inukai et al,
2000; Deininger et al, 2000). La manera en la que las lineas celulares Bcr-Abl
positivas regulan su proliferacién parece estar mediada por una reduccion en la
expresion de moléculas inhibidoras del ciclo celular, asi como por el acortamiento
de sus fases GO/G1 (Cortez et al, 1997; Jonuleit et al, 2000) y por la estimulacion
en la expresion de moléculas de sefalizacion como las cinasas activadas por
mitbgenos (MEK), la familia de proteinas RAS y el adaptador Grb2 (Morgan 2001
et al; Delgado et al, 2000; Million y Van Etten, 2000).

Otra alteracion detectada en subpoblaciones hematopoyéticas de LMC es
la pérdida de adhesion celular al estroma de la médula, evento que provoca que
células progenitoras y precursoras inmaduras sean detectadas prematuramente
en la circulacidon sanguinea, principalmente en la crisis blastica de la enfermedad.
A este respecto se ha demostrado que la subpoblacion CD34+ lin-HLA-DR+

leucémica, presenta una reducida adhesion a fibronectina, a pesar de tener
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niveles normales de expresion de las subunidades de integrinas o4, a5 y Bl
(Jorgensen y Holyoake, 2001). Sin embargo, se ha demostrado que en células
CD34+ de LMC Ila proteina inhibidora del ciclo celular p27 se ubica
preferencialmente en el citoplasma celular, lo que evita la interaccion con la cinasa
dependiente de ciclina 2 (cdk2) en el ndcleo, y con ello la falta de adhesion al
estroma y la prematura proliferacion celular (Jiang et al, 2000; Zhao et al, 2001).

Aunado a lo anterior, algunos receptores a integrinas como a2p1 y a6p1
son capaces de interactuar con colagenas y laminas, que son expresados en
subpoblaciones de progenitores leucémicos pero no en progenitores normales,
indicando que la liberaciéon prematura de progenitores de LMC a circulacion puede
ser causada por la pérdida de interacciones a fibronectina y la adquisicion de
interacciones adhesivas con componentes de la membrana basal (Lundell et al,
1997). Ademas, se ha reportado que células CD34+ de LMC y lineas celulares
transfectadas con Bcr-Abl presentan plegamiento en sus membranas y formacion
de filopodios, lo que contribuye a la incrementada motilidad celular detectada en
la LMC (Petzer y Gunsilius, 2003).

Las caracteristicas propias de la LMC indican que son las CTH las
portadoras de la transformacion inicial, por lo que en afios recientes se ha hecho
necesario que el control de este padecimiento se involucre con el estudio de las

subpoblaciones hematopoyéticas mas primitivas.

2.5. Hematopoyesis después de terapia

Como antes se describio la LMC ha sido tratada clinicamente con diversas
drogas citotoxicas, como la hidroxyurea y el busulfan, que controlan la cuenta de
células blancas, aunque no retardan la progresién de la enfermedad (Marley et al,
2000).

El IFN-a. por su parte, puede provocar alguno de los siguientes eventos:

generar toxicidad selectiva contra la clona leucémica, incrementar la regulacion
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inmune, y/o modular la hematopoyesis a través del microambiente hematopoyético
(Dowding et al, 1993).

Con relacion a la toxicidad selectiva, se sabe que el IFN-a es capaz de
inhibir cultivos a largo plazo provenientes de pacientes con LMC en fase cronica,
ademas de que después de 8 semanas en cultivo, reduce el porcentaje de células
Ph+ (Cornelissen et al, 1998). Aunado a lo anterior, se sabe que el Interferon alfa
puede proteger de la progresion a la crisis blastica, al tiempo que inhibe la
proliferacion de progenitores mieloides maduros y progenitores eritroides
inmaduros (Despres et al, 1995; Marley et al, 2000). El IFN-a, es también capaz
de inhibir la proliferacion de células CD34+ a través de la interaccion directa con
Su propio receptor, sin utilizar mecanismos accesorios. Ademas la cantidad de
receptores presentes en dichas células, se incrementa conforme avanza la
diferenciacion, lo que ha explicado la buena respuesta terapéutica obtenida en
algunos pacientes (Ito et al, 2004).

En relacién con la regulacion inmune, se sabe que el IFN-a es capaz de
disminuir o promover la sintesis de anticuerpos, ademas de que es un potente
estimulante inmune y activador de células dendriticas, células naturales asesinas y
células T citotdxicas, todas ellas capaces de generar respuesta antitumoral.
Aunado a lo anterior, se ha descrito que en células Bcr-Abl positivas es capaz de
inducir un estado de dormancia tumoral y de controlar la fase crénica, sin
necesidad de aplicar otra terapia (Gabriele et al, 2004; Talpaz, 2001).

Otro efecto inducido por IFN-o es modular la hematopoyesis a través del
microambiente, lo cual se logra al restaurar la adherencia al estroma de células
CD34+ mediante la induccion de moléculas como L-selectina, B-2-integrina, ICAM-
1 e ICAM3 (Martin-Henao et al, 2000). Asi mismo, cuando se usa IFN-a en
combinacion con oligodeoxinucleotidos antisentido contra Bcr-Abl, se puede
incrementar la adhesion de lineas celulares Bcr-Abl+ al estroma, alcanzando
niveles de adhesion similares a los detectados en MON (Belluci et al, 1999).

Por otra parte, en lo que respecta a STI571, estudios in-vitro han mostrado
que esta molécula es capaz de inhibir el crecimiento de lineas celulares que
expresan Bcr-Abl (Druker et al, 1996; Carroll et al, 1997; Benjamin et al, 2002),
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efecto que en algunas de ellas se logra gracias a la inhibicion de vias de
sefalizacion como JAK5-STAT y PI3 cinasa (Kindler et al, 2003).

Aunado a lo anterior Gambacorti-Passerini et al, (2001), demostrarén que el
STI571 puede inhibir CMN de LMC, obtenidas tanto en fase crénica como en crisis
blastica. Asi mismo, es capaz de reducir el numero de colonias provenientes de
SPM y Médula Osea de pacientes con CML en fase cronica (Marley et al, 2000),
asi como de inhibir la proliferacion y el ciclo celular de progenitores primitivos
CD34+CD38- y células comprometidas CD34+CD38+, sin alterar el
comportamiento de células normales (Holtz et al, 2002).

Este ultimo punto se contrapone con lo descrito por Dewar (2003) quien
menciona que el STI571 inhibe el desarrollo in-vitro de progenitores monocito-
macréfago, asi como la proliferacién dosis-dependiente de células CD34+ y CFC
provenientes de MON, sin tener efecto en células formadoras de areas
cobblestone (Bartolovic et al, 2004).

Cabe mencionar que en estudios realizados por Holyoake, se habia
demostrado que en los pacientes con LMC existia una rara subpoblacion CD34+
altamente quiescente en la que la mayoria de las células eran Ph+, capaces de
entrar a un estado proliferante en donde incluso se podia detectar la presencia de
IL-3 (Holyoake et al, 1999; Holyoake et al, 2001). Dichas células son insensibles
al efecto de STI571, e incluso pueden permanecer viables y quiescentes aun en
presencia de factores de crecimiento, lo que indica que existe resistencia de la
poblacién leucémica al efecto inhibidor de STI571 (Graham et al, 2002).

Esta resistencia tumoral también ha sido reportada por Bathia et al (2003),
quien indica que el STI571 suprime pero no elimina los progenitores primitivos
malignos en LMC, y que incluso permanecen en los pacientes después de haber
obtenido respuestas citogenéticas completas.

Actualmente se sabe que la efectividad del STI571 puede variar de acuerdo
con el estado de diferenciacion de su célula blanco, ya que se ha descrito que Bcr-
Abl puede ser mas facilmente inhibida en progenitores mieloides que en células

menos maduras (Sawyers, 2001).
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Otro mecanismo asociado a la resistencia a STI571, es la sobre expresion
de genes de resistencia a multidrogas y sus productos proteicos, tal y como
sucede cuando el gen MDR1 es introducido y sobre expresado en las lineas
celulares Bcr-Abl positivas: AR230r, LAMA84r, y K562r (Bubnoff et al, 2003;
Mahon et al, 2003).

Ademas de lo antes mencionado, también se ha demostrado que las células
Ph+ tienen una alta inestabilidad genémica, lo que puede provocar la amplificacién
del gene Bcr-Abl, mutaciones puntuales en el dominio cinasa de Bcr-Abl vy
cambios genéticos adicionales, que contribuyen con la evolucion leucémica
(Barthe et al, 2002; Roumiantsev et al, 2002; Bubnoff et al, 2003).
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Se ha descrito que la LMC es una enfermedad clonal originada en una
célula hematopoyética altamente primitiva, que presenta las siguientes
caracteristicas: capacidad de regular su proliferacién de forma autdcrina a través
de la secrecién de moléculas como IL-3 y G-CSF; tener ciclos celulares cortos
que favorecen el incremento de la poblacion anormal; mantener una pequefia
poblacibn en estado quiescente (fase GO del ciclo celular) que confiere la
capacidad de resistir el efecto de agentes citotoxicos, pero que al ser trasplantada
en ratones inmunodeficientes, tiene la capacidad de generar un comportamiento
leucémico en el que se detectan células Bcr-Abl positivas.

La presencia de Bcr-Abl como marcador de la LMC ha servido para tratar
de identificar el origen de la patologia, pero a pesar de que éste es probablemente
el padecimiento hematolégico mas ampliamente descrito, existen importantes
interrogantes acerca de su biologia basica. Algunos interrogantes son:

-¢, Cudl es la subpoblacién de CTH que presenta inicialmente la translocacién
9:22?

-¢,Cual es el efecto de diferentes combinaciones de citocinas en la capacidad
proliferativa y de expansién de las CTH de LMC?

-¢ Existe algin momento en el proceso de maduracion hematopoyética en el que la
poblacion leucémica se pierda y solo permanezca la hematopoyesis normal?

- ¢Como afectan las opciones terapéuticas al comportamiento de las diferentes
subpoblaciones hematopoyéticas de LMC y a la poblacién residual normal?

-, Se podria generar in-vitro alguna condicién de cultivo que permita purgar,

enriquecer y expandir la poblacion residual normal de pacientes con LMC?, etc.

Todas las cuestiones antes mencionadas hacen del estudio de la LMC un
campo fértil en la generacién de informacién, por lo que con el objeto de
enriguecer el conocimiento sobre la hematopoyesis normal y leucémica, el
presente trabajo se enfoc6 en dar respuesta a algunas de las interrogantes antes

descritas.
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V.

OBJETIVOS

Objetivos Generales

Caracterizar el potencial proliferativo y de expansion de células troncales vy
progenitoras hematopoyéticas presentes en Médula Osea de pacientes con
Leucemia Mieloide Cronica, antes y después de tratamiento

Determinar la persistencia de las células que presentan, o no, la translocacién
(9:22), en poblaciones de células troncales y progenitoras hematopoyéticas en

LMC en cultivos suplementados con diferentes citocinas.

Objetivos Particulares:

Determinar el potencial proliferativo y de expansion de las poblaciones
primitivas CD34+CD38-lin- y CD34%lin-, provenientes de pacientes con
leucemia mieloide cronica, en fase cronica, asi como de médula ésea normal,
estimuladas con diferentes citocinas (GM-CSF, G-CSF, IL-3, IL-6, EPO, TPO,
SCF y FIt3-L).

Evaluar la presencia del rearreglo BCR-ABL en las poblaciones celulares
primitivas CD34+CD38-lin- y CD34*lin-.

Determinar la presencia de subpoblaciones BCR-ABL positivas y negativas,
dentro de las poblaciones CD34*+CD38-lin- y CD34lin-, bajo diferentes dias y
condiciones de cultivo.

Establecer si el tratamiento de pacientes con STI571 asi como con IFN-
o modifican el potencial proliferativo y de expansion de las poblaciones
celulares CD34+LIN- y CD34+CD38-LIN-.

Determinar si el tratamiento in vivo con STI571 6 INF-a, modifica la presencia
de subpoblaciones BCR-ABL positivas o negativas en las subpoblaciones
CD34+LIN- y CD34+CD38-LIN-.

Determinar si el TNFa es capaz de inhibir la proliferacion y expansién de

Células Hematopoyéticas Primitivas de Pacientes con LMC.
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HIPOTESIS

Es conocido que la LMC se origina en una célula troncal hematopoyética
gue presenta la translocacién Bcer-Abl y que en consecuencia es capaz de de dar
origen in vivo a una progenie con capacidades de proliferacion, diferenciacion,
expansion y muerte anormales. Sin embargo, el comportamiento biolégico in
vitro de las subpoblaciones CD34+lin- y CD34+CD38-lin- de pacientes con LMC
antes y después de recibir algun tipo de tratamiento no ha sido descrita.

En este trabajo se espera que dichas subpoblaciones hematopoyéticas
provenientes de pacientes con LMC virgen de tratamiento tengan incrementadas
sus capacidades de proliferacion y expansion en presencia de diferentes
combinaciones de citocinas, en relacion a su contraparte normal. Asi mismo es de
esperarse que cuando las células provengan de pacientes que han recibido algun
tipo de tratamiento, las capacidades de proliferacién y expansion se recuperen y

tengan un comportamiento similar a las muestras provenientes de MON.
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VI. MATERIALES Y METODOS.

1. Pacientes y Obtencion de Muestras

Las muestras de Médula Osea de Leucemia Mieloide Crénica (LMC) y
Normal (MON) empleadas en este estudio, fueron colectadas de acuerdo con los
lineamientos institucionales aprobados por las comisiones de ética en los
Hospitales Centro Médico Nacional La Raza y Centro Médico Nacional Siglo XXI,
considerando los siguientes criterios de inclusion:

Las muestras de MON (n=5) se obtuvieron de sujetos sanos entre 20 y 45
afios de edad, incluidos como donadores en protocolos de transplante alogénico
de Médula Osea.

Las muestras de LMC virgen de tratamiento (n=12), se obtuvieron de
aspirados de médula ésea de pacientes con diagnostico reciente de LMC en fase
cronica, virgenes de tratamiento y positivos citogeneticamente al cromosoma
Philadelphia.

Las muestras de LMC tratadas con IFN-o (n=5), fueron obtenidas de
sujetos en remisidon hematoldgica completa y respuesta citogenética parcial, que
habian recibido Interferon-a. (IFN®; Intron, Schering-Plough), a 5x10° U/m?/dia,
después de 9 a 16 meses de tratamiento.

Las muestras de LMC tratadas con STI571 (n=8), se obtuvieron de
pacientes que habian sido refractarios al tratamiento con IFN-o, y se habian
sometido a tratamiento con dicho agente (IMATINIB®; Gleevec , Novartis
Pharmaceuticals) con dosis de 200 a 400 mg/dia, durante 4 a 6 meses. Todos los
pacientes se encontraban en remision hematologica y con respuesta citogenética
mayor.

En el caso de las muestras de LMC postrasplante (n=8), éstas procedian de
pacientes que habian recibido transplante alogénico de células hematopoyéticas.
En tres de los casos las células hematopoyéticas donadas se obtuvieron de

médula 6sea, mientras que las cinco restantes eran de sangre periférica
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movilizada. En el momento del estudio, todos los pacientes se encontraban en

remision hematoldgica completa y mostraban respuesta citogenética mayor.

2. Separacion de Células Hematopoyéticas

Las células del “Buffy Coat” (de médula 6sea leucémica y normal) fueron
obtenidas por centrifugacion a 400 g durante 7 minutos, para posteriormente
obtener la poblaciéon de células mononucleares de baja densidad (<1.077g/ml),
mediante gradiente de Ficoll (Pharmacia Biotech). Las células obtenidas, fueron
resuspendidas en Medio Iscove’s modificado por Dulbecco (IMDM) suplementado
al 2% con Suero Fetal Bovino (FBS) (StemCell Technologies). El numero total de
células nucleadas y Vviables, fue determinado mediante conteo con
hemocitdmetro, usando solucién de Turk y azul tripano, respectivamente.

A partir de las CMN, se procedié a obtener las dos subpoblaciones
enriquecidas en células CD34+lin- y CD34+CD38-lin- mediante columnas de
seleccion negativa. La técnica consistioé en incubar entre 40-100x10° CMN durante
15 minutos y a temperatura ambiente, con un céctel de anticuerpos primarios de
eliminacién de linaje (dependiendo de la subpoblacién a enriquecer), para
enseguida incubar durante otros 15 minutos a temperatura ambiente, con un
anticuerpo secundario conjugado con un coloide magnético.

Después de la incubacion, las células se hicieron pasar a través de una
columna inmunomagnética en la que las células marcadas con los anticuerpos de
linaje permanecieron adheridas a la columna, mientras que las células que no
presentaron marcador de linaje, fueron obtenidas en Soluciéon Salina de Fosfatos
(PBS) al 10% de SFB en el volumen de elusién. Con este procedimiento se
obtuvieron las poblaciones celulares enriquecidas en células CD34°lin® o
CD34*CD38in, las cuales se contaron mediante hemocitémetro, usando azul de
tripano y se sembraron en las condiciones de cultivo que se describen

posteriormente.
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Los cocteles de anticuerpos empelados para las dos diferentes
subpoblaciones fueron:

Para enriquecer la subpoblacién CD34"lin: anti CD2, anti CD3, anti CD14,
anti CD16, anti CD19, anti CD29, anti CD56, anti CD66b y anti glicoforina A
(StemCell Technologies).

Para enriquecer la subpoblacién CD34°CD38lin: anti CD2, anti CD3, anti
CD14, anti CD16, anti CD19, anti CD29, anti CD36, anti CD38, anti CD45RA, anti
CD56, anti CD66b y anti glicoforina A (StemCell Technologies).

3. Cultivos liquidos

Cien mil células de cada una de las poblaciones (CD34+lin- o CD34+CD38-
lin-) fueron sembradas en medio de cultivo Stem Span (medio IMDM
suplementado con albumina sérica bovina al 1%, 10 ug/ml de insulina pancreatica
bovina, 200 ug/ml de transferrina humana, 10* M de 2-mercaptoetanol y 2 mM de
L-glutamina) (StemCell Technologies), suplementado con diferentes
combinaciones de citocinas, y mantenidas a 37°C en un ambiente saturado de
humedad al 5% de CO..

Cada 5 dias el numero total de células fue contado mediante el uso de un
hemocitometro, para tomar nuevamente 100x10° células, las cuales se volvieron a
sembrar en las mismas combinaciones de citocinas, realizandose el mismo
procedimiento mientras habia células en los cultivos.

Las combinaciones de citocinas empleadas en este trabajo fueron:

- Combinacion control: Medio de cultivo Stem Span sin suplemento de
citocinas.

- Combinacion seminal: Medio de cultivo Stem Span mas 10 ng/ml de Factor
de Células Seminales (SCF) (StemCell Technologies), 10 ng/ml de
Interleucina 6 (IL-6) (StemCell Technologies), 10 ng/ml de Trombopoyetina
(Tpo) (StemCell Technologies) y 10 ng/ml del Ligando de Tirosina Fetal 3
(FIt3 L) (StemCell Technologies).
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- Combinacion mixta: Medio de cultivo Stem Span mas 10 ng/ml de SCF, 10
ng/ml de IL-6, 10 ng/ml de Tpo, 10 ng/ml de FIt3 L, 10 ng/ml de Interleucina
3 (IL-3) (StemCell Technologies), 10 ng/ml de Factor Estimulante de
Colonias de  Granulocitos-Monocitos  (GM-CSF)  (Molgramostim,
Novartis/Schering-Plough), 20 ng/ml de Factor Estimulante de colonias de
Granulocitos (G-CSF) (StemCell Technologies) y 3 U/ml de Eritropoyetina
(Epo) (Eprex; Johnson & Johnson).

- Combinacion control mas Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNFa)
(StemCell Technologies): Combinacién control + 10 ng/ml de TNFa.

- Combinaciéon seminal mas TNFo: Combinacion seminal + 10 ng/ml de
TNFa.

- Combinacién mixta mas TNFa: Combinacién mixta + 10 ng/ml de TNFa.

Una vez finalizados los cultivos, se realizé el calculo del incremento celular
total, multiplicando el numero celular contado en determinado dia y condicion de
cultivo por el numero celular acumulado en los dias previos de la misma condicion

de cultivo.

4. Inmunocitoquimica

En el dia cero, asi como en los diferentes dias y condiciones de cultivo, 35
x 10® CMN, células CD34+lin- o CD34+CD38-lin- fueron preparadas en laminillas,
con la finalidad de determinar el porcentaje de células CD34+. Para ello, se utilizd
un paquete comercial (DAKO En Vision+ System, Peroxidasa-Diaminobencidina)
y un anticuerpo monoclonal especifico contra el antigeno CD34 (DAKO). El
ensayo fue revelado con Diamino-Benzidina, y el porcentaje de células CD34+ (en
cualquiera de las subpoblaciones), se determiné después de contar 300 células

por laminilla.
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5. Cultivos semisolidos

El numero de células formadoras de colonias (CFC) presente en los
diferentes dias y condiciones de cultivo fue evaluado mediante -cultivos
semisolidos. Para ello, 50,000 CMN, 1000 células CD34+lin- o 1000 células
CD34+CD38-lin-, fueron sembradas en metil-celulosa al 0.9% suplementada con
30% de Suero Fetal Bovino (SFB), 1% de albtmina sérica bobina, 10*M de de 2-
mercaptoetanol, 2 mM de L-glutamina, 50 ng/ml de SCF, 10 ng/ml de IL-3, 10 ng
/ml de GM-CSF y 3 U/ml de Epo (Stem Cell Technologies). Los cultivos se
mantuvieron a 37°C en un ambiente saturado de humedad al 5% de CO; durante
14 dias, al final de los cuales las colonias fueron evaluadas y clasificadas en los
siguientes linajes hematopoyéticos:

- Eritroide: Unidades Formadoras de Colonias Eritroides (CFU-E) y Unidades
Formadoras de Colonias de Brote Eritroide (BFU-E): Colonias
hemoglobinizadas con grupos celulares menores o mayores a 50 células
respectivamente.

- Mieloide: Unidades Formadoras de Colonias de Granulocitos (CFU-G):
Colonias que contenian células granulociticas; Unidades Formadoras de
Colonias Macrofagos (CFU-M): Colonias que contenian células
macrofagicas; y Unidades Formadoras de Colonias de Granulocitos y
Macrofagos (CFU-GM): Colonias que contenian células tanto granulociticas
como macrofagicas.

- Mixto (CFU-Mix): Colonias que presentaron células tanto mieloides como

eritroides.

La expansion celular (definida por la capacidad que tienen las CSH y CPH
de generar células con caracteristicas semejantes a ellas mismas), fue evaluada
mediante la capacidad de generar CFC, en cultivos semisdlidos, en los diferentes
dias y condiciones de cultivo.

El calculo de expansion celular fue evaluado cada 5 dias al tomar una

alicuota de 1-5 x10° células obtenidas en cada uno de los cambios de medio
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realizados a los diferentes dias y condiciones de cultivo. Dichas células fueron
sembradas y cultivadas en las condiciones arriba descritas, para que al cabo de
los 14 dias de cultivo el numero de colonias detectadas se extrapolara al nimero

celular total acumulado evaluado en los ensayos de proliferacion celular.

6. Expresion del rearreglo Ber-Abl

6a) Extracciéon de ARN

El ARN procedente de las diferentes muestras (MON, LMC sin tratamiento,
LMC post IFNa, LMC post IMATINIB y LMC post TCH) a diferentes dias vy
condiciones de cultivo, fue extraido de la siguiente manera:

Se adicionaron 750 ul de TRIPURE (Roche) al botdon celular (que contenia
entre 500,000 y 3x10° células), hasta resuspender completamente. Enseguida se
agregaron 200 ul de cloroformo, se agitdé durante 15 segundos y la muestra se
mantuvo de 2 a 15 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente las muestras
se centrifugaron durante 15 minutos a 12,000 revoluciones por minuto (rpm) a 4°C,
(en este punto se formaron 3 fases: la fase organica inferior que contenia DNA, la
interfase en la que se encontraban proteinas y la superior en donde se encontraba
el ARN), para finalmente recuperar la fase acuosa superior, a la que se
adicionaron 500 ul de isopropanol. La muestra se mantuvo entonces a
temperatura ambiente durante 10 minutos para enseguida centrifugar a 12,000
rom durante 10 minutos a 4°C para finalmente decantar el sobrenadante.

El ARN obtenido se lavo, adicionando 750 ul de Etanol al 75%, el cual fue
mezclado gentilmente para posteriormente centrifugar a 12,000 rpm, durante 15
minutos a 4°C. Este lavado se repitié durante 2 veces, para finalmente decantar el
etanol y secar el ARN durante 15 minutos como maximo.

Una vez obtenido el ARN, éste se disolvid en 20 ul de agua tratada con

dietil pirocarbonato (DEPC) (Roche) y de este volumen se tomo una alicuota de

49



1 ul para cuantificar el ARN y 9 ul para verificar la calidad de la molécula en un gel
de agarosa al 2%, tefiido con bromuro de etidio. EIl volumen restante de ARN se

utilizé para determinar la presencia del rearreglo Bcr-Abl.

6b) Transcripcion Reversa (RT)

Del ARN obtenido, se utilizaron entre 500 y 1500 ng de ARN para generar
c-DNA mediante transcripcion reversa. Para ello se utilizaron Random Primers
(Invitrogen) y la enzima M-MLV Reverso Transcriptasa (Invitrogen), siguiendo el
siguiente procedimiento:

Se generd una primera mezcla que incluia Random Primers (3 ug/ul), dNTP
mix (10 mM), RNA (entre 500 y 1500 ng) y agua DEPC. Dicha mezcla se mantuvo
a 65°C por 5 minutos y posteriormente se incubo en hielo durante 1 minuto.

Transcurrido este tiempo se agregd una segunda mezcla que contenia
buffer de reaccion, DTT 0.1 M y RNasa (40 U/ul). Esta nueva mezcla se mantuvo
a 37°C por 2 minutos, y enseguida se adicioné la enzima M-MLV reverso
transcriptasa, para finalmente realizar la transcripcién reversa utilizando los
siguientes parametros: 25°C (10 minutos), 37°C (50 minutos) y 70°C (15 minutos).
El cDNA obtenido se almacend a 4°C, hasta que se tenia suficiente numero de

muestras para realizar los analisis de PCR.

6¢c) Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) y PCR anidado.

Una vez obtenido el cDNA, éste se amplifico mediante PCR para evaluar la
expresion de Abl (como control interno) y de Ber-Abl. En ambos casos se utilizo la
enzima Taq DNA Polimerasa, y los primers respectivos dependiendo de la
molécula a analizar, siguiendo el siguiente procedimiento:

Se mezclé Buffer de PCR, MgCl, (50 mM), dNTPmix (10 mM), los primers
respectivos (ver tabla 2), agua DEPC y la enzima Taqg DNA Polimerasa (5 U/ul)
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con 2 ul del cDNA obtenido previamente, para finalmente realizar la reaccion de
PCR utilizando los parametros descritos en la tabla 2, dependiendo de la molécula
que fue amplificada.

En el caso de la determinacién de Bcr-Abl y con la finalidad de determinar
de manera mas confiable la presencia o ausencia de dicho transcrito se procedio a
realizar un PCR anidado. Para ello, se utilizdé la misma mezcla antes descrita,
solo que se agregaron 2 ul del producto de PCR obtenido en la amplificacién para
BCR-ABL.

En todos los casos ARN extraido de la linea celular K562 (positiva para
BCR-ABL), leucocitos de sangre periférica normal (obtenidos de donadores
sanos), y agua tratada con DEPC, se usaron como controles positivo, negativo y

de la reaccion, respectivamente.

Molécula Juegos de primers Parametros de amplificacion
Abl 5-CTTCTGGAAAGGGGTACCTATTA-3 96°C-5min, (94°C-30seg, 60°C-1min, 72°C-
3- GGAGTGTTTCTCCAGACTGTTG-5 1min) 35 ciclosy 72°C-10min.
Ber-Abl 5- GGAGTGTTTCTCCAGACTGTTG-3 96°C-5min, (94°C-30seg, 61°C-1min, 72°C-
(12reac.) | 3- GAGCGTGCAGAGTGGAGGGAGAACA-5 1min) 35 ciclos y 72°C-10min
Ber-Abl 5'- TTCAGAAGCTTCTCCCTGACAT-3’ 96°C-5min, (94°C-30seg, 58°C-1min, 72°C-
(anidado) | 3-GTTGACTGGCGTGATGTAGTTGCTTGG-5 1min) 30 ciclos y 72°C-10min

Tabla 2. Juegos de primers y condiciones de amplificacion utilizados de PCR y PCR-Anidado.

6d) Deteccion de los productos.

Con la finalidad de determinar la presencia o ausencia de cada uno de los
transcritos, 10 ul de los productos de cada reaccion de PCR fueron cargados en
un gel de agarosa al 1%, tefiida con bromuro de etidio, y se detecto la presencia
de una banda de 450 pb en el caso del transcrito de ABL, 510pb en el caso de
BCR-ABL y 450 pb en el caso del trancrito de BCR-ABL obtenido después del
PCR anidado.
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6e) Controles positivos y negativos

La linea celular K562 fue utilizada como control positivo para los analisis de
expresion de Bcer-Abl. Dicha linea es derivada de un paciente femenino de 53
afos de edad con diagndstico de LMC en crisis blastica, a quien se le tomo una
biopsia de fluido pleural, a partir del cual se establecio la linea celular CML-1 o
K562. Las células tenian morfologia blastoide y por analisis cariotipico se
determind que presentan el cromosoma Ph, asi como una translocacion entre los
brazos largos de los cromosomas 15 y 17. (Lozzio, 1975). Actualmente la linea
celular es empleada como un modelo de diferenciacion hematopoyética ya que es
capaz de diferenciarse a los linajes eritroides, megacariociticos y macrofagicos,
dependiendo de las condiciones en las que sea cultivada (DiBacco, 2002).

Como controles negativos de expresion de Bcr-Abl se utilizaron células
mononucleares, procedentes de sangre periférica movilizada (SPM) de donadores

normales, que se encontraban en protocolos para trasplante alogénico.

Estadistica

Los resultados se expresan como la media = desviacion estandar del
numero de muestras indicadas. El analisis estadistico fue realizado mediante
pruebas t de student y analisis de varianza de uno o dos factores utilizando el
programa estadistico SPSS (version 10.0). La significacia estadistica se asumié

con valores de P<0.05.
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION

Con la finalidad de contribuir al conocimiento de la biologia de la LMC tanto
en la fase activa de la enfermedad, como durante la etapa de remision, el objetivo
de este proyecto fue caracterizar, en base a sus potenciales de proliferacion y
expansion, a dos subpoblaciones hematopoyéticas de la Médula Osea de
pacientes con LMC: una subpoblacion enriquecida en células progenitoras
(CD34+LIN-) y la otra en células troncales (CD34+CD38-LIN-).

1. Caracterizacion de las células primitivas de Médula Osea de pacientes con LMC

antes de tratamiento.

1.1. Caracterizacion de la subpoblacion CD34+LIN-

Para iniciar con la caracterizacion de las diferentes subpoblaciones en LMC,
fueron utilizadas 12 muestras de LMC en fase créonica que no habian recibido
ningun tipo de tratamiento (virgen de tratamiento —-LMC VT-), y se compararon con
5 muestras provenientes de Médula Osea Normal. Las diferentes muestras
fueron sometidas a separacién por gradiente de ficoll, para obtener la poblacion de
Células Mononucleares (CMN), y posteriormente enriquecerla en la subpoblacion
CD34+LIN-.

El enriquecimiento, se realizé utilizando columnas de seleccion negativa, en
donde se eliminaron las células comprometidas hacia algun linaje de
diferenciacién. Este procedimiento consistio en la formacion de un complejo
tetramérico entre las células comprometidas hacia un linaje de diferenciacion,
reconocidas con anticuerpos especificos de linaje, a los cuales se unié un coloide
magnético, mismo que favorecié su captura en una malla magnetica. De esta

forma la fraccion de células que permanecio adherida a la columna correspondia a
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células positivas para algun linaje de diferenciacion, mientras que la fraccién que
eluyo de la columna estaba enriquecida en la subpoblacién CD34+LIN-.

Los resultados de la Tabla 3, indican que el numero inicial de CMN como
CD34+LIN- es superior en las muestras de LMC comparada con su contraparte
normal, ademas de que el porcentaje de recuperacion es mayor en LMC, ya que
se obtiene el 8.1% del total de las CMN iniciales en LMC, comparadas con el 4.3%
obtenido en MON.

Asi mismo, al evaluar el contenido de células CD34+ mediante analisis de
inmunocitoquimica se encontrd, que tanto en CMN como en la subpoblacion
CD34+LIN- los numeros son muy similares ya que en la fraccion de CMN se
obtienen porcentajes de 2.1 y 2.3 para MON y LMC respectivamente, encontrando
que estos ultimos son muy semejantes a los reportados en la literatura, en donde
se menciona que las células CD34+LIN- corresponden a un 2.5% del total de CMN
(Szivassy y Hoffman, 1995). No obstante, en las células obtenidas después de la
seleccidon negativa, el porcentaje de células CD34 es de 58% en MON y 34% en
LMC, lo que indica que aunque en ambos casos se esta enriqueciendo la
poblacion, existen mas células con caracteristicas inmunofenotipicas de células
progenitoras en la poblacion proveniente de MON.

Una manera de verificar cuantas de las células CD34+ obtenidas son
realmente células progenitoras hematopoyéticas y conociendo que su principal
caracteristica es formar colonias en cultivos semisodlidos, se procedié a determinar
el numero de Células Formadora de Colonias (CFC). Para ello, una alicuota de
CMN vy células CD34+LIN- fueron cultivadas en metil-celulosa durante 14 dias y al
cabo de este tiempo, se determind el enriquecimiento real de la poblacién al
evaluar el numero de CFC de cada una de ellas (Tabla 3).

Los resultados indican que el contenido de CFC en la fraccion de CMN es
muy similar, ya que se detectan 676 y 695 CFC por cada 100,000 de MON y LMC
respectivamente. No obstante, en la subpoblacion CD34+LIN- de LMC se
obtuvieron 7040 CFC por cada 100,000 células sembradas, lo que representa un
enriquecimiento real de 12.1 veces, mientras que en MON, el numero de CFC fue

de 6209 por cada 100,000 células sembradas, para generar un enriquecimiento
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real de 10.6 veces. Este dato demuestra que a pesar de que en MON existe
mayor numero de células positivas al antigeno CD34, no todas ellas son capaces
de generar colonias in-vitro, por lo que las CFC en LMC y MON oscilan en los

mismos niveles.

Tabla 3. Datos generales de la subpoblacién CD34+LIN- de MON y LMC a dia cero.

MON (n=5) LMC (n=12)
CMN (x10%) 442 (£ 13) 63 (£ 30)

CD34"LIN" (x10°) 1849 ( 877) 4691* (+ 3160)

% DE RECUPERACION 43 (x1.4) 8.1% (+ 6.4)

% DE CD34+ (CMN) 21 (x0.7) 2.3 (+ 1.5)

% DE CD34+ (CD34°LIN’) 58 (+ 19.7) 34 (x 11)

CFC /100,000 (CMN) 676 (+ 329) 695 (+ 438)
CFC /100,000 (CD34°LIN’) 6209 (x 1840) 7040 (x 4902)

ENRIQUECIMIENTO (VECES) 10.6 ( 4.4) 12.1 (£ 9.1)

Los datos representan el promedio + desviacion estandar de 5 muestras de MON y 12 muestras
de LMC. Células Mononucleares (CMN) obtenidas por gradiente de ficoll, fueron enriquecidas en
la subpoblacion CD34+LIN- (CD34+LIN-). En ambas poblaciones se determiné el numero de
células positivas al antigeno CD34 (% de CD34+) y el nimero de Células Formadoras de Colonias
por cada 100,000 células sembradas (CFC/100,000). El % de recuperacion representa la cantidad
de células que se obtuvieron después de la seleccion negativa, en relacién con las CMN
(consideradas el 100%) y el enriquecimiento indica las CFC obtenidas en la poblacién CD34+LIN-
dividido entre las CFC obtenidas en la poblacién de CMN. (*P < 0.05 con respecto a MON).

Cabe mencionar, que aunque en la fraccion de CMN el namero total de
CFC obtenidas tanto en MON como LMC fue similar, hubo variaciones en el tipo
de colonias que se generaron, ya que en LMC el 74.5% correspondia a
progenitores de tipo eritroide, el 25% mieloides y el 0.5% mixtas, mientras que en
MON existia un 61, 37 y 2% de colonias eritroides, mieloides y mixtas

respectivamente (Tabla 4).
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las CFC

provenientes de la fraccion celular enriquecida en la subpoblacion CD34+LIN-, en

Sin embargo, las mayores diferencias se observaron en
donde se detectan 6209 CFC en las muestras provenientes de MON, de las cuales
el 35% corresponden a colonias mieloides, el 63% a colonias eritroides y el 1.5% a
colonias mixtas, mientras que en las muestras procedentes de LMC se detectan
7040 CFC de las cuales la mayoria corresponden a colonias de tipo eritroide con
un 81%, las de tipo mieloide y mixtas se encuentran en un 185 y 0.5%
respectivamente, lo que indica diferencias significativas en el tipo de colonias
generadas en las muestras de LMC con respecto a MON. Este dato correlaciona
con datos previos obtenidos por nuestro grupo de trabajo en donde cultivos a largo
plazo tratados con G-CSF, GM-CSF y EPO, inducen preferencialmente la
diferenciacion eritroide (Luna-Bautista et al, 2003); asi como con lo reportado con
Chalandon y colaboradores (2002), quienes mencionan que células CD34+LIN- de
Sangre de Cordon Umbilical, al ser trasfectadas con el gen BCR-ABL, reducen el
contenido de progenitores mieloides al tiempo que se favorece el numero de

progenitores del linaje eritroide.

Tabla 4. Porcentaje de CFC mieloides, eritroides y mixtas en CMN y CD34+LIN- de MON y LMC al

inicio de los cultivos.

MON (n=5) LMC (n=12)
CMN | CD34°LIN' | CMN CD34°LIN'
MIELOIDE (%) 37(t5) | 355(x3) | 25(x19) | 18.5* (x 13)
ERITROIDE (%) 61(x6) | 63(xd) |745(x29) | 81*(x14)
MIXTA (%) 2(x0) | 15(x05) | 0.5(x0.1) | 0.5 (x0.3)

Los datos representan el promedio + desviacion estandar del porcentaje de las diferentes CFC
evaluadas después de 14 dias en cultivos semisélidos. (*P < 0.05 con respecto a MON).

Una vez conocidas las caracteristicas generales de la poblacién, y con la finalidad

de determinar la capacidad de proliferacion de las células CD34+LIN- en
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respuesta a citocinas, las poblaciones enriquecidas procedentes de LMC y MON
fueron cultivadas en tres diferentes condiciones de cultivo.

La primera, denominada condicién control, consistié en medio de expansion
sin ningun tipo de citocina adicional. La segunda, denominada condicién seminal
consistié en medio de expansién suplementado con Interleucina 6 (IL-6) 10 ng/ml,
Trombopoyetina (Tpo) 10 ng/ml, Factor de Células Seminales (SCF) 10 ng/ml, y
Ligando de FIt3 (FIt3-L) 10 ng/ml, dichas citocinas por si solas se involucran en el
mantenimiento y la supervivencia de las células seminales y progenitoras
hematopoyéticas, aunque en combinacibn son capaces de tener efectos
sinérgicos e inducir proliferacion celular. La tercera condicion de -cultivo,
denominada mixta incluyé citocinas que ademas de regular mantenimiento y
supervivencia de las células [Interleucina 6 (IL-6) 10 ng/ml, Trombopoyetina (Tpo)
10 ng/ml, Factor de Células Seminales (SCF) 10 ng/ml, y Ligando de FIt3 (FIt3-L)
10 ng/ml], también fue capaz de inducir la proliferacion de células comprometidas
hacia el linaje mieloide [Factor Estimulante de Colonias de Granulocitos (G-CSF)
20 ng/ml, y Factor Estimulante de Colonias de Granulocitos y Monolitos (GM-CSF)
10 ng/ml], el linaje eritroide, [Eritropoyetina (Epo) 15 Ul/ml], o bien hacia ambos
linajes hematopoyeticos [Interleucina 3 (IL-3) 10 ng/ml].

Las células fueron cultivadas en las diferentes condiciones de cultivo,
realizando su respectivo cambio de medio cada 5 dias, tiempo en el cual se
cuantificé el numero celular obtenido, y dicho numero se extrapolé al numero
celular obtenido en el cambio de medio inmediato anterior, de manera que se
calculo el incremento acumulado (cultivo delta) de la poblacion celular total a los

diferentes dias de cultivo (Figura 6).
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Figura 6. Proliferacion de células CD34+LIN- de MON y LMC en respuesta a diferentes combinaciones de citocinas. Los
resultados indican la media + desviacion estandar de células de MON (n= 5) y LMC (n=12) que fueron cultivadas en medio de
expansion libre de citocinas (MON CONTROL y LMC CONTROL respectivamente), en presencia de una combinacién seminal (MON
SEMINAL y LMC SEMINAL), o una combinacion mixta (MON MIXTO Y LMC MIXTO). A los diferentes cultivos se les realiz6 un
cambio de medio cada 5 dias y el incremento celular en veces se calculd al extrapolar el nimero existente en cada dia de cultivo
con el nimero celular contado en el cambio de medio inmediato anterior. Los cultivos fueron mantenidos mientras habia células en
las diferentes combinaciones de citocinas. (*P < 0.05 con respecto a MON)




Como lo muestran los resultados, las células sembradas en la condicidn
control no fueron capaces de incrementar sus numeros celulares ya que la
poblacion de MON desaparece a los 10 dias de cultivo, mientras que su
contraparte de LMC permanece por 15 dias presentando un ligero incremento (1.8
veces en el dia 10) en su capacidad de proliferacion. Este resultado sugiere que
las células CD34+LIN- de LMC son menos dependientes de citocinas que su
contraparte normal, probablemente debido a que son capaces de producir algunas
de las citocinas que ellas mismas necesitan. A este respecto, reportes previos han
mostrado que células CD34+Ph+ de LMC que se encuentran en un estado
proliferante activo, poseen un mecanismo autécrino de regulacion de la
proliferacion en el que se involucran la IL-3 y el G-CSF, lo que les confiere una
ventaja de proliferacion en relacion con las células Ph- que se encuentran en
estado quiescente (Holyoake et al, 2001). Asi mismo, Janowska-Wieczorec y
colaboradores (2002), al transfectar la linea celular FL5.12 con el gen Bcr-Abl,
encontraron que las células son capaces de secretar al medio VEGF, FGF-2 HGF,
e IL-8, lo que les permite estimular su proliferacidén y angiogénesis.

Por otro lado, cuando las células fueron cultivadas en presencia de la
combinacion seminal, se detecta que ambas poblaciones son capaces de
responder al estimulo con citocinas. Sin embargo, las células de MON tienen
significantivamente mayor capacidad de proliferar que las células de LMC, ya que
las primeras obtienen su maximo de proliferacién (64.2 veces) en el dia 15, lo que
no sucede en el caso de las células de LMC donde el mayor incremento de
proliferacion se alcanza a dia 10 con 5.2 veces.

En el caso de las células cultivadas en la combinacion mixta, se detecté que
la proliferacién fue significativamente mayor en el caso de MON, donde el maximo
incremento se registra al dia 20 de cultivo con 1753 veces, mientras que para LMC
fue de 520 veces en el dia 15.

Los resultados anteriores indican que las células CD34+LIN- de LMC tienen
deficiencias en su capacidad de proliferaciéon aun en presencia de diferentes
combinaciones de citocinas, y esta deficiencia es mas evidente si se comparan los

maximos incrementos registrados entre las células de LMC (520 veces en la
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combinaciéon mixta a dia 15) con el de las células de MON (1753 veces en la
combinacion mixta a dia 20), observando que la proliferacion en LMC corresponde
al 30% de la proliferacion detectada en MON.

A este respecto, se ha descrito que debido a la presencia de Bcr-Abl, las
células de LMC presentan alterados los mecanismos de proliferacion y muerte
celular, lo que conduce a una excesiva tasa de proliferacién in vivo (Cortez et al,
1997; Jonuleit et al, 1998). Sin embargo, el detectar que in vitro las células de
LMC tienen menos capacidad de proliferar que las células de MON sugiere las
siguientes posibilidades:

1) Que el microambiente hematopoyético leucémico juegue un papel importante
en el estimulo proliferativo in-vivo, hecho que puede asociarse con eventos de
adhesion, ya que se sabe que la interaccion de las células troncales al estroma
celular a traves de integrinas y fibronectina, altera directamente la conducta
proliferativa de los progenitores hamatopoyeticos normales. Sin embargo, en el
caso de progenitores leucémicos la alteracion en la expresiéon de integrinas
asociado a la expresion de BCR-ABL, puede ser la causa de la excesiva
proliferacion in-vivo, tal y como lo han sugerido Verfaillie y colaboradores (1997).
2) Que las células leucémicas in vivo secreten alguna citocina que contribuya a
incrementar su capacidad de proliferacién. Este evento podria relacionarse con el
trabajo de Eisterer, et al (2005), quien al trasplantar LT-CIC de pacientes con LMC
en ratones inmunodeficientes, encontré que se producen células CD34+ capaces
de autorregularse mediante la produccion de IL-3 y GM-CSF, tal y como se habia
descrito que sucedia in vitro. Asi mismo Sillaber et al (2004), ha demostrado que
en el suero de pacientes con LMC existen niveles incrementados de Factor de
Crecimiento Endotelial Vascular (VEGF), e incluso lo ha propuesto como una
molécula asociada al desarrollo de la enfermedad.

3) Que la combinacion y concentracion de citocinas empleada en este trabajo no
sea suficiente para igualar la proliferacion detectada in vivo. Este punto esta
directamente relacionado con el punto anterior, aunque ademas debe aclararse

que nuestro sistema in-vitro carece de todas los mecanismos (presencia de
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estroma, matriz extracelular, gradientes de citocinas y factores de crecimiento,
etc) que podrian favorecer de forma sinérgica y/o aditiva la proliferacion in-vivo.

4) Que se produzca algun factor in-vitro, que inhiba la proliferacién de las células
leucémicas, y que esta produccién de inhibidores sea consecuencia del estimulo
dado en el cultivo, por ejemplo que el hecho de estimular con GM-CSF, favorezca
la produccion de TNFa y este a su vez inhiba la proliferacion de las células
leucémicas.

Aunado a lo anterior, es importante mencionar que reportes en la literatura
indican que el uso de 100 ng/ml de SCF induce la proliferacion de células CD34+
de LMC, mientras que no estimula la proliferacién de la misma subpoblacion
proveniente de MON, lo que provoca la acumulacion de la clona leucémica
aunque a largo plazo también podria favorecer la desaparicion de células Ph+ y la
permanencia en cultivo de la poblacion residual normal (Moore et al, 1998). En
este mismo sentido, se sabe que la IL-3 y el GM-CSF estimulan la proliferacion de
células CD34+ de LMC a concentraciones menores de 10 U/ml, ya que al llegar a
esta concentracion o incrementarla, el efecto se invierte y se torna inhibidor de la
proliferacion (Bedi et al, 1994).

Bajo estas observaciones, nuestros resultados confirman lo aportado en la
literatura, donde se indica que la concentracién y la combinacion de factores de
crecimiento son criticos para determinar qué tanto los progenitores normales o de
LMC predominan in vitro e in vivo, y qué tanto su respuesta proliferativa se
relaciona o no con expansioén celular (Bhatia et al, 2000; Bedi et al, 1994).

Por otra parte, durante los diferentes cambios de medio y en cada una de
las condiciones de cultivo, se tomé una pequefa alicuota celular y se determind la
presencia de CFC en metil-celulosa. Después de 14 dias, se evaluaron las
colonias generadas y el numero detectado se extrapold con las CFC del cambio
de medio inmediato anterior, para calcular el incremento en veces en relacion con
el numero de CFC determinado en el dia cero de cultivo. Este dato permitio
conocer si la poblacion celular obtenida en una determinada condicion y dia de

cultivo, era capaz de generar células con caracteristicas de células progenitoras
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(capaces de formar colonias), semejantes a las que les dieron origen en cultivo,
evento que se conoce como expansion celular.

La Figura 7 demuestra que las células de LMC provenientes de las
combinaciones control y mixta a los diferentes dias y condiciones de cultivo, tienen
nula o limitada capacidad de expansion. Sin embargo, en células leucémicas
provenientes de la combinacion seminal, se observa una expansion de 8.5 veces
en los primeros 5 dias de cultivo, efecto que ya no es detectado en los dias
subsecuentes. El hecho de no detectar expansion en los cultivos provenientes de
la combinacién mixta, correlacionan con lo reportado por Bhatia y colaboradores
(2000), quienes mencionan que las células progenitoras de LMC al ser
estimuladas con factores de crecimiento tienen una reduccion en su capacidad de
formar colonias, debido a que incrementan aceleradamente su proliferacion
celular.

No obstante, al comparar esta capacidad formadora de colonias con la
misma subpoblacion proveniente de MON, se puede observar que tanto en la
combinacion seminal como en la combinacidn mixta, existe capacidad de
expansion, detectandose mas colonias en las células provenientes de la
combinacion mixta. Es importante resaltar que en la combinacién seminal se
observa un efecto claro de la combinacion de citocinas empleadas, ya que como
antes se menciond, favorecen la autorrenovacién y sobrevida de las células,
quienes logran mantener un nivel constante de CFC hasta por 20 dias de cultivo.
Cabe hacer notar que en todos los casos la expansibn en MON es
significativamente mayor que la detectada en LMC. Sin embargo, hay reportes
que indican que el potencial de las células progenitoras de LMC no esta alterado y
que se comportan como células normales (Kabarowsky y Witte, 2000) o incluso se
ha llegado a sugerir que la sola expresion de Bcr-Abl es suficiente para
incrementar el numero total de CFC y particularmente los de linaje mieloide de
forma dosis dependiente. Dicho incremento, es reversible al eliminar la expresion
del gen quimérico, por lo que se ha sugerido que Bcr-Abl ademas de estimular la
proliferacion, es capaz de cambiar el patron de diferenciacion hematopoyética
(Era y Witte, 2000).
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Figura 7. Expansion de células CD34+LIN- de MON y LMC en respuesta a diferentes combinaciones de citocinas. Una alicuota
de las células sembradas en las diferentes combinaciones de cultivo fue sembrada en medio semisélido para evaluar el nimero de
CFC. Las colonias detectadas después de 14 dias, fueron extrapoladas con las CFC del cambio de medio inmediato anterior, vy el
incremento en veces se calculd en relacion con el nimero de CFC determinado en el dia cero. Células de MON (n=5) y LMC (n=12)
provenientes de cultivos en medio de expansion libre de citocinas (MON CONTROL y LMC CONTROL respectivamente), células
provenientes de la combinacion seminal (MON SEMINAL y LMC SEMINAL), células provenientes de la combinacion mixta (MON
MIXTO y LMC MIXTO). (*P<0.05 con respecto a MON)




Un aspecto altamente controvertido en la expansion de células
provenientes de LMC es el tipo de colonias que se generan, ya que hay autores
que mencionan que la mayoria de las colonias detectadas pertenecen al linaje
mieloide en proporcion 4:1 con respecto al eritroide (Era y Witte, 2000), mientras
que autores como Chalandon y colaboradores, (2002), mencionan que la
presencia de Bcr-Abl en estas células, modula la diferenciacion hacia el linaje
eritroide.

En este sentido, los resultados de la Tabla 5, demuestran que en el caso de
las células de LMC cultivadas en ausencia de citocinas, asi como en las dos
diferentes combinaciones de citocinas, existe un mayor porcentaje de células del
linaje eritroide en el dia 5 de cultivo, el cual disminuye a lo largo del tiempo. No
obstante, en el caso de MON, existe a lo largo de todo el tiempo de cultivo un
porcentaje semejante de CFC de los linajes mieloides y eritroides, aunque existe
una moderada tendencia a formar colonias eritroides en los ultimos dias de los

cultivos.
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Tabla 5. Porcentaje de CFC mieloides, eritroides y mixtas en células CD34+LIN- de MON y LMC a
diferentes dias y condiciones de cultivo.

CONTROL SEMINAL MIXTA
Miel Erit Mix Miel Erit Mix Miel Erit Mix
Dia | MON | 52 44 4 43 56 1 35 65 0
5 (£2) (£3) (x0.2) | (x2) | (x4) | (£0.1) | (£3) (£2) (£0)
LMC | 29* 71* 0 32 68* 0 32 68 0

Dia | MON | 67 33 0 54 | 44 2 61 39 0
10 @4 | #2) | @0 | @3)| 2 | ¢02) | 4) | *2) | @0
LMC | nd nd nd 64 | 36 0 36* | 64" 0

Dia | MON | 98 2 0 69 | 30 1 73 27 0
15 +4) | #05) | 20) | *3) | 2 | #01) | *2) | @1) | @0
LMC | nd nd nd 94 | 6 0 79 21 0

Los datos representan el promedio *+ desviaciéon estandar del porcentaje de las diferentes CFC
evaluadas después de 14 dias en cultivos semisodlidos. Las células provenian de cultivos liquidos
en la condicion control libre de citocinas (CONTROL), de la combinacion seminal (SEMINAL) y de
la combinacion mixta (MIXTA), a los dias 5, 10 y 15 de cultivo. nd, indica que no se determino por
falta de células (*P < 0.05 con respecto a MON)

Estos hallazgos, aunados a las deficiencias detectadas en las cinéticas de
proliferacion y expansion (mencionadas en las Figuras 5y 6), evidencian que las
células CD34+LIN- de LMC tienen alteraciones numéricas y funcionales, con

respecto a la misma subpoblacién proveniente de MON.
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1.2 Caracterizacion de la subpoblaciéon CD34+CD38-LIN-

Diversos reportes en la literatura han descrito que el origen de la LMC es
una CTH muy primitiva que presenta el rearreglo Bcr-Abl y que tiene la capacidad
de inducir un comportamiento leucémico al trasplantarse en ratones
inmunodeficientes (Witte, 2001; Holyoake et al, 1999). Sin embargo, el
inmunofenotipo de la subpoblacion en la que se origina este padecimiento asi
como las caracteristicas biolégicas de subpoblaciones enriquecidas en células
troncales altamente primitivas no esta claramente descrito. Es por ello que con la
finalidad de contribuir a entender el origen y comportamiento de células troncales
en LMC, se procedié a caracterizar una subpoblacién celular mas primitiva que la
anteriormente descrita.

Para ello, 12 muestras de LMC en fase croénica sin tratamiento previo y 5
muestras de MON fueron enriquecidas en células CD34+CD38-LIN-. Dicho
enriquecimiento se realizé de forma semejante al de la subpoblacion CD34+LIN-,
solo que la combinaciéon de anticuerpos incluia anti-CD38, anti-CD36 y anti-
CD45RA, con los cuales se eliminaron progenitores mieloides, monociticos, Ty B,
mas primitivos.

Los resultados obtenidos (Tabla 6), indican que las células procedentes de
LMC tienen numeros incrementados de CMN asi como de células CD34+CD38-
LIN- en comparacion con su contraparte normal. Dichas diferencias se hacen mas
evidentes en el porcentaje de recuperacion, ya que mientras la MON se encuentra
dentro del rango normal recuperando el 0.15%, el porcentaje de recuperacion en
LMC es de 0.53%, lo que indica que la subpoblacién CD34+CD38-LIN- se
encuentra incrementada 3.5 veces. Este dato sugiere que desde etapas muy
primitivas de la hematopoyesis leucémica se detectan alteraciones, y aunque este
incremento en la poblacién no habia sido descrito en la literatura, apoya la teoria
que indica que es en una subpoblacion altamente primitiva en donde puede

iniciarse la transformacion leucémica (Todisco et al, 2000).

66



Tabla 6. Datos generales de la subpoblacién CD34+CD38-LIN- de MON y LMC a dia cero.

MON (n=5) LMC (n=12)
CMN (x10°) 45.3 (z 35) 116 (£ 41)
CD34°CD38'LIN (x10%) 99 (z 79) 574 (+ 676)

% DE RECUPERACION 0.15 (£ 0.1) 0.53%(% 0.39)
% DE CD34+ (CMN) 21(x0.7) 2.3 (x 1.5)

% DE CD34+ (CD34°CD38LIN) 70 (£ 25) 771 (£ 27.9)
CFC /100,000 (CMN) 676 ( 329) 695 (+ 438)

CFC /100,000 (CD34°CD38LIN") 8971 (x 6015) 2509 (£ 1600)
ENRIQUECIMIENTO (VECES) 16.2 (£ 11.6) 16(x 25.7)

Los datos representan el promedio + desviacion estandar de 5 muestras de MON y 12 muestras
de LMC. Células Mononucleares (CMN) obtenidas por gradiente de ficoll, fueron enriquecidas en
la subpoblacion CD34+CD38-LIN- (CD34+CD38-LIN-). En ambas poblaciones se determiné el
numero de células positivas al antigeno CD34 (% de CD34+) y el numero de Células Formadoras
de Colonias por cada 100,000 células sembradas (CFC/100,000). El % de recuperacion
representa la cantidad de células que se obtuvieron después de la seleccidon negativa, en relacion
con las CMN (consideradas el 100%) y el enriquecimiento indica las CFC obtenidas en la poblacion
CD34+LIN- dividido entre las CFC obtenidas en la poblacién de CMN. (*P < 0.05 con respecto a
MON).

Cabe mencionar que del 0.53% de células recuperadas en LMC, el 77% de
ellas presentaron el antigeno CD34, de manera similar a lo que sucedio en MON,
donde se detecta que el 70% del 0.15% de células recuperadas son células
CD34. Sin embargo, al evaluar funcionalmente las células CD34 mediante analisis
de CFC, se detectd que las células leucémicas no son capaces de generar
colonias con la misma eficiencia que las células de MON, ya que se registraron
2509 y 8971 CFC respectivamente. Cabe hacer notar, que a pesar de la
diferencia en las colonias generadas, el enriquecimiento en ambas subpoblaciones

es practicamente el mismo.
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Asi mismo, al evaluar el tipo de CFC presentes en CMN vy células
CD34+CD38-LIN- de MON y LMC recién obtenidas (Tabla 7), se encontr6 que
existen diferencias significativas en la subpoblacion CD34+CD38-LIN-, donde
mientras para LMC existe un mayor numero de CFC eritroides (70%), las muestras
de MON presentan una mayoria de colonias (58%) del linaje mieloide. Esta
observacion, vuelve a poner de manifiesto que los datos encontrados en este
trabajo correlacionan con el trabajo de Chalandon y colaboradores (2002),
aunque sigue quedando como interrogante, el por que in vivo el linaje que se ve

favorecido es el mieloide a expensas del eritroide.

Tabla 7. Porcentaje de CFC mieloides, eritroides y mixtas en CMN y CD34+CD38-LIN- de MON y

LMC al inicio de los cultivos

MON (n=5) LMC (n=12)

CMN CD34"CD38LIN CMN CD34"CD38LIN

MIELOIDE | 37 (£5) 58 (+ 29) 25 (£ 19) 30 ( 20)
ERITROIDE | 61 ( 6) 41 (% 28) 745 (£ 29) 70* (£ 21)
MIXTA 2 (£ 0) 1(x0.5) 0.5 (x0.1) nd

Los datos representan el promedio + desviacion estandar del porcentaje de las diferentes CFC
evaluadas después de 14 dias en cultivos semisdlidos. (*P < 0.05 con respecto a MON).

Por otra parte, al analizar la capacidad de proliferacion de la subpoblacién
CD34+CD38-LIN- (Figura 8), se encontr6 que las células de MON al ser
cultivadas en ausencia de citocinas desaparecen rapidamente del cultivo, mientras
que las de LMC permanecen en cultivo hasta 15 dias, en donde se detecta un
incremento de 3.2 veces. Estos resultados una vez mas se asocian con reportes
en la literatura, en donde diferentes grupos de investigacion mencionan que las
células primitivas de LMC producen y secretan factores de crecimiento
involucrados en la proliferacion, el bloqueo de apoptosis, la migracion y la
angiogeénesis (Holyoake et al, 2002; Holyoake et al, 2001; Janowska-Wieczorek et
al, 2002).
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En lo referente a las células cultivadas en presencia de citocinas, se
observa que las células de MON permanecen hasta 25 dias y alcanzan un
incremento de 322 veces en la combinacién seminal y de 2664 veces en la
combinaciéon mixta. Sin embargo, las células procedentes de LMC, presentan
limitada capacidad de proliferar en respuesta a las mismas combinaciones de
citocinas, ya que solo permanecen en cultivo por 20 dias, tiempo en el que
alcanzan sus valores maximos de proliferacion de 13 y 34 veces para las
combinaciones seminal y mixta respectivamente.

Estos datos son relevantes, ya que podria esperarse que en una poblacion
hematopoyética mas primitiva el numero celular generado sea mayor, hecho que
se observa al comparar los incrementos maximos de la subpoblacion
CD34+CD38-LIN- con la subpoblacion CD34+LIN- de MON. Sin embargo, al
comparar el maximo incremento observado en las células CD34+CD38-LIN- de
LMC (64 veces en la combinacién mixta a dia 10) con el maximo incremento en la
misma subpoblacion de MON (2547 veces en la combinacion mixta a dia 25), se
detecta que la proliferacion en LMC corresponde al 2.5% de la proliferacion
detectada en MON. Este dato hace evidente que la subpoblacion mas primitiva de
LMC es la que posee las mayores deficiencias en su capacidad de proliferacion,
aunque reportes en la literatura indican que células CD34+CD38- provenientes de
sangre de pacientes con LMC, al ser cultivadas con 100ng/ml de Flt-3L y 20ng/ml
de SCF, IL-3, IL-6 y G-CSF son capaces de incrementar sus numeros celulares
después de 10 dias en cultivo (Petzer et al, 1997), e incluso encontrarse en las
fases S/G2M del ciclo celular (Kramer et al, 2001). En este mismo sentido,
Udomsakdi y otros (1992), mencionarén que LTC-IC provenientes de pacientes
con LMC, se encuentran en estado proliferativo y activado, lo que incluso
contrasta con el mismo tipo celular proveniente de MON, el cual se encuentra en
estado quiescente. Cabe mencionar que aunque en ambas publicaciones se
trabaja con células muy primitivas, las poblaciones celulares son diferentes a las
empleadas en este trabajo, ademas que en uno de ellos se emplearon altas
concentraciones de citocinas en relacion con lo que se utilizé en este trabajo, lo

que podria explicar su incremento en la proliferacion.
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Figura 8. Proliferacion de células CD34+CD38-LIN- de MON y LMC en respuesta a diferentes combinaciones de citocinas.
Células de MON (n=5) y LMC (n=12) fueron cultivadas en medio de expansion libre de citocinas (MON CONTROL y LMC
CONTROL respectivamente), en presencia de una combinacion seminal (MON SEMINAL y LMC SEMINAL), o una combinacion
mixta (MON MIXTO Y LMC MIXTO). A los diferentes cultivos se les realiz6 un cambio de medio cada 5 dias y el incremento celular
en veces se calculé al extrapolar el nUmero existente en cada dia de cultivo con el nimero celular contado en el cambio de medio
inmediato anterior. Los cultivos fueron mantenidos mientras habia células en las diferentes condiciones. (*P<0.05 con respecto a
MON)



En lo referente a la capacidad de expansién, la Figura 9 muestra que la
subpoblacion CD34+CD38-LIN- de LMC no es capaz de generar CFC después de
haber sido cultivada en cualquiera de las combinaciones de citocinas, lo que
reafirma que es en esta subpoblacion leucémica en donde se presentan las
mayores alteraciones, y apoya lo descrito por Petzer y colaboradores (1997),
quienes mencionan que células seminales de LMC estan caracterizadas por una
disminuida capacidad de autorrenovacion, lo que implica expansion.

Sin embargo, para el caso de MON las células comienzan a expandirse
después de 10 dias de cultivo en las combinaciones seminal y mixta, presentando
incrementos de 120 y 893 veces respectivamente. Esta expansion tardia en las
células de MON puede deberse a que una vez que se recibié el estimulo inicial de
proliferacion y para este momento del cultivo, las células que inicialmente
pertenecian a la subpoblacion CD34+CD38-LIN-, hubieran continuado con su
proceso de maduracion y ahora formen parte de la subpoblacion CD34+LIN-, la

cual se caracteriza por poseer mayor capacidad de formar colonias.
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Figura 9. Expansion de células CD34+CD38-LIN- de MON y LMC en respuesta a diferentes combinaciones de citocinas. Una
alicuota de las células sembradas en las diferentes combinaciones de cultivo fue sembrada en medio semisolido para evaluar el
namero de CFC. Las colonias detectadas después de 14 dias, fueron extrapoladas con las CFC del cambio de medio inmediato
anterior, y el incremento en veces se calculd en relacién con el nimero de CFC determinado en el dia cero. Células de MON (n=5) y
LMC (n=12) provenientes de cultivos en medio de expansion libre de citocinas (MON CONTROL y LMC CONTROL respectivamente),
células provenientes de la combinacion seminal (MON SEMINAL y LMC SEMINAL), células provenientes de la combinacion mixta
(MON MIXTO Y LMC MIXTO). (*P<0.05 con respecto a MON)



Cabe mencionar que el tipo de CFC generadas en MON y LMC son
también diferentes, ya que mientras en MON a los diferentes dias y condiciones
de cultivo se detectan colonias tanto mieloides como eritroides (aunque el mayor
porcentaje corresponde al linaje mieloide), la mayoria de las colonias detectadas
en las células procedentes de los cultivos control en LMC son del linaje eritroide,
mientras que en las otras dos combinaciones se detectan CFC mieloides y
eritroides (Tabla 8).

Si consideramos que las muestras de LMC utilizadas en este trabajo son
positivas para Bcr-Abl, podemos inferir que las subpoblaciones CD34+LIN- vy
CD34+CD38-LIN- también lo son. Por ello en los primeros dias de cultivo, las
células presentan mas CFC eritroides, pero conforme el tiempo de cultivo avanza
y las poblaciones responden a la proliferacion, es probable que las células Bcr-
Abl+ desaparezcan, y que solo permanezcan en el cultivo las células Philadelphia
negativas, que podrian ser las responsables de la presencia de CFC mieloides en
los ultimos dias de cultivo. En este sentido Couloumbel y colaboradores (1983),
demostraron que en cultivos a largo plazo tipo Dexter la poblacién residual normal
presente en LMC permanece después de 6 semanas en cultivo, mientras que la
poblacién leucémica desaparece conforme éste avanza.

En este sentido, la deteccidn de una combinacion de citocinas apropiada
para estimular la expansion de la poblacion Ph- seria de suma importancia, ya que
permitiria encontrar un sistema de purga bioldgica en el que se podria recuperar la

poblacion residual normal.
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Tabla 8. Porcentaje de CFC mieloides, eritroides y mixtas en células CD34+CD38-LIN- de MON y

LMC a diferentes dias y condiciones de cultivo.

CONTROL SEMINAL MIXTAS
Miel | Erit | Mix Miel Erit Mix Miel Erit Mix
Dia | MON nd nd nd nd nd nd nd nd Nd
5
LMC | 276 | 69.3 | 0.1 33 66.3 0.7 35.8 64.2 0
(#4) | (£16) | (£0) | (13) | (x12) | (£0.2) | (x13) | (£17)
Dia | MON | nd nd nd 65 35 0 58 42 0
10 (£9) (£ 16) (x4) (£ 6)
LMC | 50.2 | 498 0 60.2 39.8 0 41 59 0
(£6) | (£9) (£15) | (£15) (£12) | (x23)
Dia | MON nd nd nd 44 56 0 53 47 0
15 (+4) (£ 9) (£ 4) (£ 6)
LMC | 69 31 63.2 36.8 0 62 38 0
*13) | (= 11) (£16) | (£17) *13) | (£17)

Los datos representan el promedio + desviacion estandar del porcentaje de las diferentes CFC
evaluadas después de 14 dias en cultivos semisdlidos. Las células provenian de cultivos liquidos
en la condicién control libre de citocinas (CONTROL), de la combinacion seminal (SEMINAL) y de
la combinacién mixta (MIXTA), a los dias 5, 10 y 15 de cultivo. nd, indica que no se determino por
falta de células. No existen diferencias significativas con relacion a la MON.
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1.3 Caracterizacion de las subpoblaciones CD34+LIN- y CD34+CD38-LIN- en

respuesta a TNFa.

El Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNFa), es una citocina que afecta un
amplio rango de actividades en diferentes tipos celulares, siendo su principal
efecto la inhibicion de la proliferacion, motivo por el cual se ha usado ampliamente
en el control de diferentes neoplasias como agente antitumoral. Sin embargo, sus
efectos toxicos debido a la administracién sistémica han limitado su aplicacion
clinica, por lo que en la mayoria de los casos es usado en combinacion con otros
agentes.

En el caso particular de la hematopoyesis, se conoce que el TNFa es capaz
de inhibir la proliferacion de células progenitoras multipotentes de medula dsea,
asi como de disminuir el numero de células formadoras de colonias eritroides aun
en presencia de citocinas. Sin embargo, también se ha descrito que es capaz de
inducir la proliferacion de células CD34+ y progenitores granulocito-macréfago, si
se encuentra a bajas concentraciones y combinado con GM-CSF o IL-3, lo que
sugiere que tiene un efecto bidierecciénal en la regulacion de la hematopoyesis
(Rusten y Jacobsen, 1995; Hu et al, 1999, Caux et al, 1990).

Aunado a lo anterior, se sabe que esta citocina ha sido empleada en
pacientes con LMC positivos a Bcr-Abl y resistentes al tratamiento con IFNa, lo
que ha mostrado una eficacia clinica, aunque no una remisién citogenética (Wandi
et al, 1992; Moritz et al, 1992). A pesar de lo anterior, el efecto de esta molécula
en las actividades de proliferacion y expansién de subpoblaciones de células
troncales y progenitoras hematopoyéticas no ha sido evaluado.

Por esta razén, 5 muestras de MON y 12 muestras de LMC fueron
enriquecidas en la poblacion de células progenitoras CD34+LIN-, mediante
seleccidon inmunomagnética negativa, y una vez obtenidas, las células fueron
cultivadas en las combinaciones de citocinas antes descritas mas 10 ng/ml de
TNFa para evaluar el efecto de este factor en la capacidad proliferativa y de
expansion de dichas células.

La Figura 10 demuestra que las células seminales de MON, cultivadas en

presencia de TNFa disminuyen significativamente su proliferacion en relacion con
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las mismas células cultivadas en ausencia de esta citocina. Este hecho se pudo
observar cuando se utilizé la combinacion seminal, en donde la proliferacion se
reduce 14 veces (de 71 a 5 veces en el dia 15); asi como cuando se utilizé la
combinaciéon mixta, en donde se detectd una reduccion de 224 veces en el dia 20
(de 2778 a 12.4). Estos datos correlacionan con lo reportado por Rusten y
colaboradores (1994), quienes reportaron que el TNFa  puede inhibir la
proliferacion de células CD34+ de MON, aun después de haber sido estimuladas
con SCF , GM-CSF e IL-3, efecto que en su trabajo se asocio con la disminucion
de la expresion en superficie del receptor c-kit.

En cuanto a las células CD34+LIN- de LMC, también se observo inhibicidén
de la proliferacién en respuesta al estimulo con TNFa (Figura 11), ya que en la
combinacién seminal se detectd una reduccion de 4.3 veces (de 5.2 a 1.2 en el dia
10) en relaciéon con las células cultivadas en ausencia del inhibidor. De igual
forma en la combinacién mixta a dia 15 la proliferacién disminuyé de 520 a 8.7
veces en presencia de TNFa, lo que representa una reduccidn de 59.7 veces.
Este resultado demuestra que aunque las células de LMC son capaces de
responder al efecto inhibidor inducido por TNFa, también muestran cierto grado de
resistencia, ya que nunca igualan el efecto de inhibicién de la proliferacion
detectado en MON, en donde incluso llegé a ser de 224 veces.

En relacién a este punto Jonuleit y otros (1998), demostraron que células
CD34+ de LMC tienen afectada la distribucion en las fases del ciclo celular y en
consecuencia su proliferacion, en relacién con células CD34+ de MON. No
obstante, este autor encuentra que las células de LMC y MON son capaces de
secretar la misma concentracién de IL-1a, IL-6 e incluso el mismo TNFa. Este
ultimo punto correlaciona con el trabajo de Duncombe y colaboradores (1989),
quienes encontraron que las células progenitoras de LMC en fase cronica,
expresan constitutivamente el ARNm de TNFa y secretan la proteina activa, hecho
que lo llevo a proponer que, la presencia del esta citocina contribuye a mantener
de forma estable la fase cronica de la LMC en donde actua como su regulador

negativo autocrino.
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Figura 10. Proliferacion de células CD34+lin- de MON, en respuesta a diferentes combinaciones de citocinas en presencia o
ausencia de TNFa. Células de MON (n=5) fueron cultivadas en medio de expansion libre de citocinas (CONTROL), medio de
expansion en presencia de una combinacion seminal (SEMINAL), medio de expansion mas la combinacion de citocinas mixta
(MIXTO), medio de expansion en las diferentes combinaciones de citocinas mas TNFoa (CONTROL/TNF; SEMINAL/TNF;
MIXTO/TNF). A los diferentes cultivos se les realiz6 un cambio de medio cada 5 dias y el incremento celular en veces se calcul6 al
extrapolar el nUmero existente en cada dia de cultivo con el numero celular contado en el cambio de medio inmediato anterior. Los
cultivos fueron mantenidos mientras habia células en las diferentes condiciones. (*P<0.05 con respecto a la misma condicién de
cultivo sin TNF)
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Figura 11. Proliferacién de células CD34+LIN- de LMC en respuesta a diferentes combinaciones de citocinas en presencia o
ausencia de TNFa. Células de LMC (n=12) fueron cultivadas en medio de expansion libre de citocinas (CONTROL), medio de expansion
en presencia de una combinacion seminal (SEMINAL), medio de expansion mas la combinacion de citocinas mixta (MIXTO), medio de
expansion en las diferentes combinaciones de citocinas mas TNFa (CONTROL/TNF; SEMINAL/TNF; MIXTO/TNF). A los diferentes
cultivos se les realiz6 un cambio de medio cada 5 dias y el incremento celular en veces se calculo al extrapolar el nUmero existente en
cada dia de cultivo con el nimero celular contado en el cambio de medio inmediato anterior. Los cultivos fueron mantenidos mientras
habia células en las diferentes condiciones. (*P<0.05 con respecto la misma condicion de cultivo sin TNF)




En lo referente a la expansién (Figura 12), se observdé que cuando las
células de MON fueron tratadas con TNFa su capacidad de formar colonias
disminuye drasticamente, ya que no se detectaron CFC cuando las células
provenian de los cultivos control y seminal. No obstante, las células que procedian
de la combinacion mixta en presencia de TNFa muestran una limitada capacidad
de expandirse, debido a que solo se detectan colonias durante los 10 primeros
dias de cultivo, con un maximo de 9.2 veces a dia 5, o que no sucede en el caso
de las células cultivadas en la combinacion mixta sin TNFa, en donde existe una
expansion de hasta 313.5 veces en el dia 20 de cultivo.

Este efecto inhibidor de la expansion también es detectado en las células
CD34+LIN- de LMC tratadas con TNFa (Figura 13), en donde se observa que no
existe capacidad de formar colonias en las células cultivadas en las
combinaciones control y mixta, mientras que en las células cultivadas en la
combinacion seminal la expansion se reduce de 8.5 a 2.6 veces en ausencia y
presencia de TNFa respectivamente, lo que muestra su efecto inhibidor de la
expansion.

Cabe mencionar que en los cultivos de MON tratados con TNFa las pocas
colonias que se cuantificaron pertenecian predominantemente al linaje eritroide
(Tabla 9), aunque en cultivos libres de TNFa (ver tabla 5), las colonias que se
detectaron pertenecian a los linajes eritroide y mieloide, siendo incluso mayor el
linaje mieloide en los ultimos dias de cultivo. Este dato indica entonces que el
TNFa inhibe preferentemente el linaje mieloide en células provenientes de MON,
lo que correlaciona con lo reportado con Beran y otros (1988), ya que mencionan
que el TNFa inhibe el crecimiento clonogénico de progenitores granulocito-
macrofago, cuando se encuentra presente de forma continua en el medio de
cultivo. Sin embargo, al mismo tiempo se contraponen por lo descrito por Rusten
y Jacobsen (1995), quienes encuentran que el TNFa inhibe la eritropoyesis
humana. Cabe aclarar que esta diferencia puede estar dada por la concentracion

de TNFa usada, la combinacién de citocinas en que se aplico el TNFa, o mas aun

79



por el tipo de células empleadas, ya que en el trabajo de Rusten se utilizan
células CD34+, cultivadas en presencia de IL-3 (100 ng/ml), SCF y Epo (200
ng/ml) mas 2 ng/ml de TNFa.
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Figura 12. Expansion de células CD34+ LIN- de MON en respuesta a diferentes combinaciones de citocinas en presencia o
ausencia de TNFa. Una alicuota de las células sembradas en las diferentes combinaciones de cultivo en presencia y ausencia de
TNFa fueron sembradas en medio semisélido para evaluar el numero de CFC. Las colonias detectadas después de 14 dias, fueron
extrapoladas con las CFC del cambio de medio inmediato anterior, y el incremento en veces se calculd en relacion con el niumero de
CFC determinado en el dia cero. Células de MON provenientes de cultivos en medio de expansion libre de citocinas en presencia y
ausencia de TNFo. (CONTROL y CONTROL/TNF respectivamente), células provenientes de la combinacion seminal en ausencia y
presencia de TNFa (SEMINAL y SEMINAL/TNF), células provenientes de la combinacion mixta en ausencia y presencia de TNFa
(MIXTO Y MIXTO/TNF). (*P<0.05 con respecto a la misma condicion de cultivo sin TNF)
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Figura 13. Expansién de células CD34+LIN- de LMC en respuesta a diferentes combinaciones de citocinas en presencia o
ausencia de TNFa. Una alicuota de las células sembradas en las diferentes combinaciones de cultivo en presencia y ausencia de
TNFao fueron cultivadas en medio semisélido para evaluar el nimero de CFC. Las colonias detectadas después de 14 dias, fueron
extrapoladas con las CFC del cambio de medio inmediato anterior, y el incremento en veces se calculé en relacién con el nimero
de CFC determinado en el dia cero. Células de MON provenientes de cultivos en medio de expansion libre de citocinas en
presencia y ausencia de TNFo (CONTROL y CONTROL/TNF respectivamente), células provenientes de la combinacién seminal en
ausencia y presencia de TNFo (SEMINAL y SEMINAL/TNF), células provenientes de la combinacién mixta en ausencia y presencia
de TNFa (MIXTO Y MIXTO/TNF). (*P<0.05 con respecto a la misma condicion de cultivo sin TNF)




En cuanto a la LMC, se observd que existen colonias tanto del linaje mieloide
como eritroide (Tabla 9), contrario a lo que sucede en las CFC que se generaron
en los cultivos libres de TNFoa (ver tabla 5) en donde las colonias son
preferencialmente eritroides. Estos datos podrian sugerir que el TNFa inhibe a los
progenitores Bcr-Abl positivos que, como antes se mencioné provocan la
generacion de colonias eritroides, y permitiria dar una explicaciéon del por que ésta
molécula cuando es usada como opcion terapéutica en combinacién con IFNa,
provoca una disminucién de la poblacion leucémica (Wandi et al, 1992). Asi
mismo los datos indican que la poblacion de células progenitoras hematopoyéticas
CD34+LIN- de LMC, ademas de responder de forma alterada a la estimulacion
con citocinas, también presentan alteraciones en los mecanismos de respuesta al

inhibidor de la proliferacion TNFa.
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Tabla 9. Porcentaje de CFC mieloides, eritroides y mixtas en células CD34+LIN- de MON y LMC a

diferentes dias y condiciones de cultivo mas TNFa.

CONTROL SEMINAL MIXTA
Miel Erit Mix Miel Erit Mix | Miel Erit Mix
Dia | MON 16 82 2 25 75 0 19 81 0
5 TNF (£3) | (x7)| (£06) | (x4) | (£8) (x5)| (x11)
LMC 35* 65* 0 37 67 0 40 60 0
TNF (£2) | (£3) x7) | 29 x7) (£8)
Dia | MON 86 10 4 39 61 0 36 84 0
10 TNF (£8) | (x2)| (£3) x7) | (£4) (x4)| =9
LMC 56* 54* 0 55 45 0 42 58* 0
TNF | (£11) | (£9) (x5 | £2) (£8)| (£6)
Dia | MON nd nd nd 61 39 0 nd nd nd
15 TNF (£3) | (£4)
LMC nd nd nd nd nd nd | 100 0 0
TNF (£2)

Los datos representan el promedio + desviacion estandar del porcentaje de las diferentes CFC
evaluadas después de 14 dias en cultivos semisdlidos. Las células provenian de cultivos liquidos
en la condicién control libre de citocinas (CONTROL), de la combinacion seminal (SEMINAL) y de
la combinacion mixta (MIXTA), a los dias 5, 10 y 15 de cultivo en presencia de TNFa. nd, indica

que no se determind por falta de células (*P < 0.05 con respecto a MON).
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Los datos anteriores sugirieron que las mismas alteraciones detectadas en
la subpoblacién de células progenitoras hematopoyéticas CD34+LIN-, también
podian estar presentes en la subpoblacion celular mas primitiva CD34+CD38-LIN-
por lo que se procedié con su caracterizacion en respuesta a la misma citocina.

Para ello, 12 muestras provenientes de LMC en fase crdnica y virgen de
tratamiento, asi como 3 muestras de MON, fueron enriquecidas en la subpoblacion
de células seminales CD34+CD38-LIN-, y sembradas en las combinaciones de
citocinas antes descritas, para evaluar sus potenciales de proliferacion y
expansion.

En relacién con la proliferacion, se encontré que las células seminales de
MON no son capaces de proliferar cuando se cultivan en las combinaciones
control y seminal en presencia de TNFa (Figura 14), mientras que cuando son
cultivadas en la combinacion mixta mas TNFa, obtienen un maximo de
proliferacion de 65 veces en el dia 15, lo que demuestra que su proliferacién es
inferior a la detectada en la misma combinacién de citocinas sin el inhibidor, en
donde el maximo de proliferacion es de 2264 veces en el dia 25, lo que implica
una reduccion en la proliferacion de 34.8 veces.

En lo referente a la proliferacion de las células CD34+CD38-LIN- de LMC
en presencia o ausencia de TNFa (Figura 15), se encontré que de forma
semejante a lo que sucede en MON, las células cultivadas en la condicién control
y seminal, fueron incapaces de proliferar cuando habia TNFa en el medio de
cultivo, lo que no sucedié cuando el TNFa estaba presente en la combinacion
mixta, ya que las células tuvieron una moderada respuesta a la proliferacion (21.3
veces en el dia 10), aunque nuevamente ésta fue menor a la detectada en las
células que se cultivaron en ausencia de TNFa, que proliferaron 82 veces en el
mismo dia de cultivo.

Cabe mencionar que si se compara la disminucion de la proliferacion entre
las subpoblaciones de células troncales (224veces) y progenitoras (34.8 veces)

provenientes de MON vy cultivadas en la combinacién de citocinas mixta, se
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observd que el TNFa inhibe en mayor grado la proliferacién de las células
hematopoyéticas mas primitivas, lo que concuerda con datos reportados por
Ramsfjell y colaboradores (1997), quienes encuentran que los progenitores
hematopoyéticos CD34°CD38  cultivados en presencia de TPO o en la
combinacion de TPO, FLt3-L y SCF, son completamente abatidos en su

proliferacion por efecto del TNFa.
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Figura 14. Proliferacion de células CD34+CD38-LIN- de MON en respuesta a diferentes combinaciones de citocinas en
presencia o ausencia de TNFa. Células de MON (n=3) fueron cultivadas en medio de expansion libre de citocinas (CONTROL),
medio de expansion en presencia de una combinacion seminal (SEMINAL), medio de expansién mas la combinacion de citocinas
mixta (MIXTO), medio de expansion en las diferentes combinaciones de citocinas mas TNFa (CONTROL/TNF; SEMINAL/TNF;
MIXTO/TNF). A los diferentes cultivos se les realizé un cambio de medio cada 5 dias y el incremento celular en veces se calcul6 al
extrapolar el nimero existente en cada dia de cultivo con el nUmero celular contado en el cambio de medio inmediato anterior. Los
cultivos fueron mantenidos mientras habia células en las diferentes condiciones. (*P<0.05 con respecto a la misma condicion de
cultivo sin TNF).



1000

——o——CONTROL

—a——SEMINAL
—8——MIXTO

— - e - —~CONTROL/TNF
— - & - —-SEMINAL/TNF

— -8 - -MIXTO/TNF

100 +

0,1

0 5 10 15 20

TIEMPODECULTIVO(DIAS)

Figura 15. Proliferacion de células CD34+CD38-LIN- de LMC en respuesta a diferentes combinaciones de citocinas en
presencia o ausencia de TNFa. Células de LMC (n=12) fueron cultivadas en medio de expansion libre de citocinas (CONTROL), medio
de expansion en presencia de una combinacion seminal (SEMINAL), medio de expansion mas la combinaciéon de citocinas mixta
(MIXTO), medio de expansion en las diferentes combinaciones de citocinas mas TNFa (CONTROL/TNF; SEMINAL/TNF; MIXTO/TNF).
A los diferentes cultivos se les realiz6 un cambio de medio cada 5 dias y el incremento celular en veces se calcul6 al extrapolar el
numero existente en cada dia de cultivo con el nimero celular contado en el cambio de medio inmediato anterior. Los cultivos fueron
mantenidos mientras habia células en las diferentes condiciones. No hay diferencias significativas.



Aunado a ello, cuando se comparo el efecto del TNFa en las poblaciones
CD34+CD38-LIN- de MON y LMC se observo que las células de MON son mas
sensibles al efecto inhibidor del TNFa en los dias 15 y 20 de cultivo. Sin embargo,
en los dias 5 y 10 de cultivo las células procedentes de LMC son mas responsivas
al efecto inhibidor del TNFa. En relacion a este punto, Despres y colaboradores
(1995) han descrito que el TNFa actua preferencialmente en los compartimientos
de células progenitoras mas maduras, lo que podria sugerir que bajo nuestras
condiciones de cultivo, las células de LMC podrian tener acelerado su proceso de
maduracién, y esto las hace mas sensibles al TNFa en los primeros dias del
cultivo, mientras que en el caso de las células de MON el efecto se observa en los
ultimos dias del cultivo, tiempo en el que de manera normal han iniciado su
proceso de maduracion.

En cuanto a la capacidad de expansion, se observd que las células
CD34+CD38-LIN- de MON provenientes de la combinacién seminal y mixta sin
TNFa, son capaces de expandirse 120 y 893 veces como maximo en los dias 25y
20 respectivamente. No obstante, cuando las células provienen de las
combinaciones de citocinas mas TNFa, sélo se detecta expansion en la
combinaciéon mixta, con un incremento maximo de 8 veces en el dia 10 (Figura
16), lo que representa una inhibicion en la expansién de 885 veces.

Un efecto similar se detectd al evaluar la expansién en la poblacion
leucémica, donde se observd que no existe capacidad de formar colonias en
ninguna de las combinaciones de citocinas empleadas (Figura 17), aunque es
importante hacer notar que en la combinacion mixta hubo una reduccién de la
expansion de 5.6 a 1.5 veces a dia 5 en ausencia y presencia de TNFa
respectivamente. Si se comparan estos valores con los observados en MON se
puede demostrar que al igual que lo que sucede en la subpoblaciéon de células
progenitoras CD34+LIN-, son mas sensibles al efecto inhibidor de TNFa las
células CD34+CD38-LIN- provenientes de MON.
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Figura 16. Expansion de células CD34+CD38-LIN- de MON en respuesta a diferentes combinaciones de citocinas en
presencia o ausencia de TNFa. Una alicuota de las células sembradas en las diferentes combinaciones de cultivo en presencia
y ausencia de TNFa fueron cultivadas en medio semisélido para evaluar el nimero de CFC. Las colonias detectadas después de
14 dias de cultivo, fueron extrapoladas con las CFC del cambio de medio inmediato anterior, y el incremento en veces se calculd
en relacion con el nimero de CFC determinado en el dia cero de cultivo. Células de MON provenientes de cultivos en medio de
expansion libre de citocinas en presencia y ausencia de TNFa (CONTROL y CONTROL/TNF respectivamente), células
provenientes de la combinacién seminal en ausencia y presencia de TNFa (SEMINAL y SEMINAL/TNF), células provenientes de
la combinacion mixta en ausencia y presencia de TNFa (MIXTO Y MIXTO/TNF). (*P<0.05 con respecto a a la misma condicion

de cultivo sin TNF).
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Figura 17. Expansion de células CD34+CD38-LIN- de LMC en respuesta a diferentes combinaciones de citocinas en presencia
0 ausencia de TNFa. Una alicuota de las células sembradas en las diferentes combinaciones de cultivo en presencia y ausencia de
TNFa fueron sembradas en medio semisélido para evaluar el nimero de CFC. Las colonias detectadas después de 14 dias, fueron
extrapoladas con las CFC del cambio de medio inmediato anterior, y el incremento en veces se calcul6 en relaciéon con el nimero de
CFC determinado en el dia cero. Células de MON provenientes de cultivos en medio de expansion libre de citocinas en presencia y
ausencia de TNFa (CONTROL y CONTROL/TNF respectivamente), células provenientes de la combinacion seminal en ausencia y
presencia de TNFo (SEMINAL y SEMINAL/TNF), células provenientes de la combinacién mixta en ausencia y presencia de TNFa
(MIXTO Y MIXTO/TNF). No hay diferencias significativas.



Al evaluar el tipo de colonias obtenidas, se encontré que en el caso de
LMC tratada con TNFa las colonias se encuentran distribuidas en los linajes
mieloide y eritroide (Tabla 10), lo que no sucedio en las colonias generadas en los
cultivos sin TNFa, en donde se registraron colonias preferencialmente eritroides
en los primeros dias de cultivo (ver tabla 8).

Sin embargo, en la poblacién CD34+CD38-LIN- de MON cultivada en
presencia de TNFa, se observa una clara tendencia a generar colonias de tipo
mieloide, aunque estas colonias so6lo son detectadas en el dia 5, bajo cualquier
combinacion de citocinas, o que no ocurrié cuando las células de MON se
cultivaron en ausencia de TNFa (ver tabla 8), en donde las colonias se
mantuvieron distribuidas en los linajes mieloides y eritroides. Estos hallazgos
sugieren dos posibilidades: que el TNFa tenga la capacidad de inhibir
preferencialmente al linaje eritroide y que esta citocina, ademas de inhibir la
capacidad formadora de colonias en células CD34+CD38-LIN- de MON y LMC,
sea capaz de inducir preferencialmente la diferenciacion mieloide en células
CD34+CD38-LIN- de MON. Este dato correlaciona con lo reportado por Dybedal
y colaboradores (2001), quienes al cultivar células CD34+CD38- provenientes de
médula ésea normal en presencia de TNFa, encontraron que se promueve la
diferenciacién mieloide, sin incrementar la apoptosis o modificar la distribucion en
el ciclo celular, por lo que ademas propuso que el TNFa puede regular a las
células troncales hematopoyéticas mediante la promocion de su diferenciacion

mas que por la regulacion de la proliferacion o autorrenovacion.
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Tabla 10. Porcentaje de CFC mieloides, eritroides y mixtas en células CD34+CD38-LIN- de MON y

LMC a diferentes dias y condiciones de cultivo mas TNFa.

CONTROL SEMINAL MIXTA

Miel Erit | Mix | Miel Erit Mix Miel Erit Mix

Dia | MON | 100 0 0 97 3 0 83 17 0

5 | TNF | (1) *2) | (£2) (£8) | (£4)

LMC | 42.6* | 574" | O 40* 58* 2 37.6* | 62.4* 0

TNF | (£13) | (£ 9) (£4) | £6) | (1] &7) | ¢8)

Dia | MON nd nd nd nd nd nd nd nd nd

10 | TNF

LMC | 90.5 | 9.5 0 39 61 0 764 | 23.6 0

TNF | (2 11) | (£ 4) t4) | £7) (£9) | (£6)

Dia | MON nd nd nd nd nd nd nd nd nd

15 | TNF

LMC nd nd nd nd nd nd 68.5 315 0

TNF (£13) | (x11)

Los datos representan el promedio + desviacion estandar del porcentaje de las diferentes CFC
evaluadas después de 14 dias en cultivos semisdlidos. Las células provenian de cultivos liquidos
en la condicién control libre de citocinas (CONTROL), de la combinacion seminal (SEMINAL) y de
la combinacion mixta (MIXTA), a los dias 5, 10 y 15 de cultivo en presencia de TNFa. nd, indica
que no se determino por falta de células. (*P < 0.05 con respecto a MON).
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Los datos anteriores demuestran que el TNFa es capaz de inhibir la
proliferacion y la expansion in vitro de células troncales y progenitoras de LMC asi
como de MON, siendo mayor su efecto en estas ultimas. Sin embargo, aunque el
TNFa se considera un potente inhibidor de la proliferacion tumoral (incluso ha sido
utilizado para el tratamiento de diferentes neoplasias), no existen datos en donde
pacientes con LMC hayan sido tratados exclusivamente con esta molécula, por lo
que no es considerado un agente terapéutico.

Referente a este ultimo punto, actualmente existen diferentes opciones de
tratamiento para pacientes con LMC, éstos incluyen biomoduladores como el
IFNa, el transplante de células hematopoyéticas (TCH) o incluso el recientemente
disefado STI571. Estos tratamientos han mostrado diferentes capacidades para
inducir remisiones citogenéticas y moleculares, y aunque actualmente en México
el IFNa es el método estandar para tratamiento de LMC, la unica opcién curativa

sigue siendo el TCH.
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2. Caracterizacion de la subpoblacion CD34+LIN- obtenida de pacientes que han

alcanzado la remision hematoldgica.

2.1. Caracterizacion de la subpoblacién CD34+LIN-

Las CTH de pacientes con LMC que no han recibido ningun tipo de
tratamiento han sido descritas en la literatura desde muy diversos aspectos
(biolégico, molecular y clinico), lo que ha permitido entender la biologia basica de
la enfermedad. Sin embargo existe muy poca informacién acerca del
comportamiento in vitro de las CTH provenientes de pacientes que han recibido
estimulos terapéuticos, aunque se conoce que las diferentes terapias son capaces
de disminuir la poblacién celular total, inducir apoptosis, e incluso causar
remisiones citogenéticas y moleculares.

A este respecto, el saber que existen poblaciones Bcr-Abl altamente
quiescentes y que son resistentes al efecto de agentes quimioterapéuticos, ha
llevado a considerar que estas subpoblaciones presentan caracteristicas
especiales, por lo que entender la biologia basica de estas células ha tomado un
papel central en el estudio de la LMC.

De acuerdo con lo anterior y con el objetivo de contribuir a la descripcion de
células progenitoras hematopoyéticas, se procedié a determinar la capacidad de
proliferacion y expansion de la subpoblacion CD34+LIN- de LMC después de
haber sido tratada in vivo, con INFa, STI571 y TCH.

Para ello, muestras de Médula Osea de 5 pacientes tratados con IFNa, 8 de
pacientes tratados con STI571 y 8 de pacientes post-trasplantados fueron
colectadas y enriquecidas mediante seleccién negativa en la subpoblacién de
células progenitoras CD34+LIN-.

Los resultados indican (Tabla 11), que las muestras que provienen de
pacientes con LMC que han recibido algun tipo de tratamiento, tienen numeros
reducidos de CMN y células CD34+LIN-, en relacion con MON y con las muestras

de LMC virgen de tratamiento (LMC VT), en donde las diferencias son mas
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significativas.  Cuando en las distintas muestras se evaludé el porcentaje de
células positivas al antigeno CD34, se encontré que en la fraccion de CMN asi
como en la fraccion enriquecida en células CD34+LIN- provenientes de muestras
de pacientes tratados existe un menor numero de células CD34+, lo que también
sucedi6 al cuantificar el numero de CFC ya que éstas se encuentran disminuidas
en relacion con las CFC obtenidas en las muestras de MON e incluso el
decremento es aun mayor con respecto a las muestras de LMC VT. Cabe
mencionar, que a pesar de esta disminucion, el enriquecimiento obtenido es mayor
en las muestras tratadas con IFNa, TCH y STI571 ya que se obtienen 18.6, 21.1 y
33.8 veces respectivamente, mientras que en las células provenientes de MON y
de LMC VT, la poblacién se enriquece 10.6 y 12.1 veces respectivamente.

Estos datos demuestran que a pesar de que los diferentes tratamientos
provocan un decremento en el numero de CFC, el método de seleccion utilizado
permite trabajar con una subpoblacién enriquecida en células progenitoras

hematopoyéticas.
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Tabla 11. Datos generales a dia cero de la subpoblaciéon CD34+LIN- de MON y LMC después de

diferentes opciones de tratamiento.

MON | LMCVT | LMC IFNo. | LMC TCH | LMC STI
(n=5) | (n=12) | (n=5) (n=8) | (n=8)
CMN (x10°) 442 63 22 5* 9.9 19.6*
(+ 13) (+ 30) (+ 24.9) (+ 8.6) (+ 26)
CD34"LIN" (x10%) | 1849 4691 536" 339* 582
(+877) | (£3160) | (x661) (£228) | (+123)
% DE 43 8.1 1.8 2.8 15
RECUPERACION | (£1.4) | (+6.4) (+0.7) (£ 2.5) (+ 1.4)
% DE CD34+ 2.1 2.3 16 1 15
(CMN) +0.7) | (£1.5) (+ 1.1) (+0.8) (1)
% DE CD34+ 58 34 316 181 25A
(CD34"LIN) +19.7) | &11) | (£25.5) (+ 15) (x12)
CFC /100,000 676 695 224 207 1704
(CMN) (£329) | (+438) (+ 200) (£200) | (+187)
CFC /100,000 6209 7040 3560 3490 2925
(CD34"LIN) (+ 1840) | (£4902) | (+3470) | (£3333) | (+1641)
ENRIQUECIMIEN | 106 12.1 18.6 211 33.8
TO (VECES) *44) | (*9.1) (+ 11) (£ 11.7) (+ 25)

Los datos representan el promedio = desviacion estandar de 5 muestras de MON (MON), 12
muestras de LMC Virgen de Tratamiento (LMC VT), 5 muestras de LMC tratadas con IFNa (LMC
IFNa), 8 muestras de LMC tratadas con TCH (LMC TCH) y 8 de LMC tratas con STI571 (LMC
STI). Células Mononucleares (CMN) obtenidas por gradiente de ficoll, fueron enriquecidas en la
subpoblacion CD34+LIN- (CD34+LIN-). En ambas poblaciones se determiné el niumero de células
positivas al antigeno CD34 (% de CD34+) y el niumero de Células Formadoras de Colonias por
cada 100,000 células sembradas (CFC/100,000). El % de recuperacion representa la cantidad de
células que se obtuvieron después de la seleccidon negativa, en relacion con las CMN
(consideradas el 100%) y el enriquecimiento indica las CFC obtenidas en la poblacion CD34+LIN-
dividido entre las CFC obtenidas en la poblacion de CMN. (*P < 0.05 con respecto a las muestras
de pacientes con CML VT y # con respecto a MON).
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Es importante mencionar que la mayoria de las colonias generadas en el
momento de procesar las muestras, correspondian al linaje eritroide, aunque ésto
fue mas evidente en las muestras de LMC VT, ya que en las muestras después de
tratamiento, el % de CFC eritroides disminuyd, mientras que el % de CFC
mieloides se incrementd (Tabla 12). Este dato asociado a que se conoce que la
presencia del rearreglo Bcr-Abl favorece la diferenciacion eritroide, podria sugerir
que las diferentes opciones terapéuticas tienen como principal blanco las células
Ber-Abl positivas, y ésto explique porque las CFC provenientes de pacientes con

LMC que ha recibido algun tipo de tratamiento sean preferencialmente mieloides.

Tabla 12. Porcentaje de CFC mieloides, eritroides y mixtas a dia cero en CMN y CD34+LIN- de

MON y LMC después de diferentes opciones de tratamiento

MON LMC VT LMC IFN LMC TCH LMC STI
CMN [ CD34 | CMN | CD34 | CMN | CD34 | CMN [ CD34 | CMN | CD34
MIELOIDE 37 35.5 25 18.5 33 30 32 26 42 28
(%) (5) (3) | (19) | (13) | (+19) | (+30) | (£22) | (x23) | (+17) | (x14)
ERITROIDE | 61 63 74.5 81 67 70 68 74 55 71
(%) (6) (£4) | (£29) | (x14) | (£19) | (£39) | (£24) | (x23) | (+17) | (x15)
MIXTA 2 1.5 0.5 0.5 0 0 0 0 3 1
(%) (x0) | (£0.5) | (x0.1) | (£0.3) (x2) | (x0.5)

Los datos representan el promedio + desviacion estdndar del porcentaje de las diferentes CFC
evaluadas después de 14 dias en cultivos semisdlidos. Las células provenian de muestras de
Médula Osea Normal (MON) y LMC Virgen de Tratamiento (LMC VT) y LMC tratadas con
Interferon alfa (LMC IFN), Trasplante de Células Hematopoyéticas (LMC TCH) y el inhibidor
STI571 (LMC STI). (*P < 0.05 con respecto a las muestras virgenes de tratamiento).

Una vez que se enriquecieron las diferentes subpoblaciones celulares, se
procedié a evaluar su capacidad para responder al estimulo con diferentes

condiciones de cultivo in-vitro.
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En la primera condicion, las células CD34+LIN- fueron sembradas en medio
de expansion libre de citocinas (control), y se encontré que existe un decremento
drastico en los numeros celulares, incluso no hay células detectables para el dia
20 de cultivo. Este decremento fue mas evidente en los cultivos de LMC de
pacientes tratados con IFNa, TCH o STI571. En contraste, el numero celular en
cultivos de LMC VT se mantuvo constante por los primeros 15 dias, al cabo de los
cuales ya no se detectaron células en los cultivos (Figura 18),

En lo referente a la expansion, se encontré que en ausencia de citocinas las
células CD34+LIN- de LMC no son capaces de generar colonias, incluso la
disminucion de éstas es mucho mas evidente que en las células de MON, en
donde tampoco se detectan CFC. Cabe mencionar que las unicas células que
son capaces de generar CFC son las de LMC VT, las cuales mantuvieron un

incremento de 2.2 veces en el dia 15 de cultivo (Figura 19).
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Figura 18. Proliferacion en ausencia de citocinas de células CD34+LIN- de MON y de pacientes con LMC que han recibido
distintos tratamientos. Células de MON (n=5), LMC virgen de tratamiento (LMC VT; n=12)) LMC tratada con STI571 (LMCSTI;
n=8)), LMC tratada con Interferén o (LMC INF; n=5)) y LMC tratada con trasplante de célula hematopoyéticas (LMN TCH; n=8))
fueron cultivadas en ausencia de citocinas. A los diferentes cultivos se les realizé un cambio de medio cada 5 dias y el incremento
celular en veces se calculd al extrapolar el nimero existente en cada dia de cultivo con el nimero celular contado en el cambio de
medio inmediato anterior. (*P<0.05 con respecto a las muestras virgenes de tratamiento)
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Figura 19. Expansién en ausencia de citocinas de células CD34+LIN- de MON y de pacientes con LMC que han recibido
distintos tratamientos. Una alicuota de las células provenientes de los cultivos libres de citocinas fueron sembradas en medio
semisdlido para evaluar el numero de CFC. Las colonias detectadas después de 14 dias, fueron extrapoladas con las CFC del
cambio de medio inmediato anterior, y el incremento en veces se calculd en relacién con el nimero de CFC determinado en el
dia cero. Células provenientes de Médula Osea Normal (MON; n=5)), Células provenientes de Leucemia Mieloide Crénica virgen
de tratamiento (LMC VT; n=12)), LMC tratada con STI571 (LMCSTI; n=8)), LMC tratada con Interferén o (LMC IFN; n=5), y LMC
tratada con transplante de células hematopoyéticas (LMC TCH; n=8). (*P<0.05 con respecto a las muestras de pacientes virgenes
de tratamiento).



El no haber encontrado proliferacion y expansion en esta condicion de
cultivo era un dato esperado, ya que se conoce que las células troncales y
progenitoras hematopoyéticas provenientes de MON, son incapaces de
permanecer in-vitro cuando no reciben estimulacion con citocinas. Sin embargo,
en el caso de las células de LMC VT, los resultados pueden asociarse con los
trabajos del grupo de Holyoake (2001), quienes mencionan que células troncales
de LMC son capaces de secretar factores de crecimiento (particularmente G-CSF
e IL-3), por lo que podrian estimularse de manera autécrina.

Cuando las células de MON y LMC se cultivaron en la combinacién seminal
(que incluye citocinas involucradas con el mantenimiento y sobrevida de las
células), se encontr6 (Figura 20) que todas las células son capaces de proliferar,
aunque sus potenciales son diferentes, ya que como era de esperarse las células
con mayor capacidad de proliferacion son las procedentes de MON (con un
maximo de 64.2 al dia 15), seguidas por las muestras de LMC que fueron tratadas
con STI571 (con un incremento de 31 veces al dia 15) y las que recibieron
transplante de células hematopoyéticas (con un maximo de 6 veces a dia 10),
aunque estas dos ultimas no permanecen en cultivo el mismo tiempo que las de
MON. Un dato importante, es que las muestras tratadas con IFNa tienen
potenciales de proliferacion similares (4.2 veces a dia 10) a los observados en las

muestras virgenes de tratamiento (5.2 veces a dia 10).
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Figura 20. Proliferacién de células CD34+LIN- de MON y de pacientes con LMC que han recibido distintos tratamientos en
presencia de la combinacion seminal. Células de Médula Osea Normal (MON; n=5)), LMC virgen de tratamiento (LMC VT; n=12);
LMC tratada con STI571 (LMCSTI; n=8), LMC tratada con Interferon o (LMC INF; n=5) y LMC tratada con trasplante de célula
hematopoyéticas (LMN TCH; n=8) fueron cultivadas en presencia de la combinacién de citocinas seminal. A los diferentes cultivos se
les realizdé un cambio de medio cada 5 dias y el incremento celular en veces se calculé al extrapolar el nimero existente en cada dia de
cultivo con el numero celular contado en el cambio de medio inmediato anterior. Los cultivos fueron mantenidos mientras habia células
en las diferentes condiciones. (*P<0.05 con respecto a MON).



Cuando a estas mismas células se les evalud su capacidad de expansion
(Figura 21), se detecté que las de MON son las unicas capaces de formar
colonias hasta el dia 20 de cultivo, mientras que las que se obtuvieron de
muestras con LMC tienen disminuida su capacidad de expandirse. Cabe
mencionar que en el caso de las muestras de pacientes con LMC VT, asi como las
que provenian de pacientes tratados con IFNa, las CFC alcazan niveles no
detectables desde los primeros 5 dias de cultivo, lo que no sucede en el caso de
las muestras tratadas con STI571 o con TCH, ya que en ellas se observa que las
CFC se mantienen, e incluso se observé una ligera expansion en las muestras
tratadas con STI571 (3.9 veces en el dia 15).

Los resultados encontrados dejan ver que a pesar del tratamiento, las
células provenientes de LMC aun mantienen deficiencias en sus capacidades de
proliferacion y expansion, lo que indica que su comportamiento hematopoyético
sigue alterado. Esta observacion se hace mas evidente si se compara la
expansion de los diferentes cultivos leucémicos, con el de MON, en donde se
observa que las citocinas ejercen un claro efecto de mantenimiento de los cultivos,
ya que la expansion celular permanece entre 8 y 6 veces hasta el dia 20 de

cultivo, lo que no se observa en el resto de los cultivos.
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Figura 21. Expansion de células CD34+LIN- de MON y de pacientes con LMC que han recibido distintos tratamientos en
presencia de la combinacion seminal. Una alicuota de las células provenientes de los cultivos suplementados con la combinacién
de citocinas seminal fueron sembradas en medio semisélido para evaluar el nimero de CFC. Las colonias detectadas después de
14 dias, fueron extrapoladas con las CFC del cambio de medio inmediato anterior, y el incremento en veces se calcul6 en relacion
con el numero de CFC determinado en el dia cero. Células provenientes de Médula Osea Normal (MON; n=5), Células
provenientes de Leucemia Mieloide Cronica virgen de tratamiento (LMC VT; n=12), LMC tratada con STI571 (LMCSTI; n=8), LMC
tratada con Interferon o (LMC IFN; n=5), y LMC tratada con transplante de células hematopoyéticas (LMC TCH; n=8). (*P<0.05 con
respecto a MON



Finalmente, cuando las células CD34+LIN- se cultivaron en presencia de la
combinacién de citocinas mixta (Figura 22), se encontré que todas las células
responden al estimulo de mejor manera que cuando las células se cultivaron en la
combinacion seminal.

Un primer dato que llama la atencion es que todas las células permanecen
en el cultivo hasta 25 dias y particularmente en el caso de MON y LMC tratada con
STI571 se alcanzan incrementos muy similares que corresponden a 1753 y 1500
veces, respectivamente. Este dato es de gran relevancia, ya que sugiere que las
muestras de LMC tratadas con STI571 han recuperado su potencial
hematopoyetico, y que en el momento de tomar la muestra, las células presentes
en Médula Osea correspondian a una poblacion aparentemente normal.

Las muestras de LMC pos trasplante también muestran una recuperacion
en su potencial proliferativo (322 veces como maximo), aunque no llega a ser tan
evidente como el detectado en las muestras de LMC tratadas con STI571, ya que
solo representa una quinta parte de la proliferacion alcanzada por estas ultimas.

En cuanto a las muestras de LMC tratadas con IFNa, se puede observar
que aunque responden de mejor forma (99 veces de incremento a dia 15 de
cultivo) que en la condiciébn seminal, no son capaces de superar la proliferacion
encontrada en las muestras virgenes de tratamiento (520 veces de incremento
maximo a dia 15). Este resultado es de gran interés, ya que in-vivo los pacientes
mostraron una recuperacion hematolégica completa y respuesta citogenética
mayor, lo que indica que a pesar de que éstas células son capaces de
comportarse in vivo de forma muy semejante a la normal, in vitro sus capacidades

hematopoyéticas se encuentren alteradas.
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Figura 22. Proliferacion de células CD34+LIN- de MON y de pacientes con LMC que han recibido distintos tratamientos en
presencia de la combinacion mixta. Células de Médula Osea Normal (MON; n=5), LMC virgen de tratamiento (LMC VT; n=12), LMC
tratada con STI571 (LMCST; n=8)l), LMC tratada con Interferén o (LMC INF; n=5) y LMC tratada con trasplante de célula
hematopoyéticas (LMN TCH; n=8) fueron cultivadas en presencia de la combinacién de citocinas mixta. A los diferentes cultivos se les
realizé un cambio de medio cada 5 dias y el incremento celular en veces se calculd al extrapolar el nUmero existente en cada dia de
cultivo con el nimero celular contado en el cambio de medio inmediato anterior. Los cultivos fueron mantenidos mientras habia células
en las diferentes condiciones. (*P<0.05 con relacion a MON)




Aunado a lo anterior, al evaluar la capacidad de expansion en estas células,
se encontraron comportamientos muy similares a los antes mencionados (Figura
23), ya que ademas de las muestras de MON que lograron expandirse 313.5
veces en el dia 25, también las células de LMC tratadas con STI1571 y con TCH se
expandieron, sélo que su expansion registré valores maximos de 19 y 6.4 veces
respectivamente en el dia 20 de cultivo. Estos valores fueron reducidos si se
comparan con la expansioén del dia 20 en células de MON que corresponde a 44.1
veces, lo que representd una reduccidn de 2.3 veces para células tratadas con
STI571 y de 6.8 veces para las células tratadas con TCH.

Ademas, cuando las células provenian de pacientes tratados con IFNa o
de muestras de LMC VT, no se detecté capacidad de generar colonias. Este dato
en el caso de muestras tratadas con IFN, confirma que in-vitro, estas células
siguen teniendo un comportamiento leucémico, aunque in-vivo los pacientes se

encuentren hematolégicamente recuperados.
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Figura 23. Expansion de células CD34+LIN- de MON y de pacientes con LMC que han recibido distintos tratamientos en
presencia de la combinacion mixta. Una alicuota de las células provenientes de los cultivos suplementados con la combinaciéon de
citocinas mixta fueron sembradas en medio semisoélido para evaluar el nimero de CFC. Las colonias detectadas después de 14 dias,
fueron extrapoladas con las CFC del cambio de medio inmediato anterior, y el incremento en veces se calculé en relacién con el
nimero de CFC determinado en el dia cero. Células provenientes de Médula Osea Normal (MON; n=5), Células provenientes de
Leucemia Mieloide Cronica virgen de tratamiento (LMC VT; n=12) , LMC tratada con STI571 (LMCSTI; n=8), LMC tratada con Interferon
a (LMC IFN; n=5), y LMC tratada con transplante de células hematopoyéticas (LMC TCH; n=8). (*P<0.05 con respecto a MON).




Cabe mencionar, que de las colonias generadas en los diferentes dias y
condiciones de cultivo (Tabla 13), se observé que las muestras que habian
recibido tratamiento con STI571 o trasplante de células hematopoyéticas tenian
distribuidas sus CFC en los diferentes linajes hematopoyéticos, tal y como se
observé para MON. Sin embargo, la mayoria de las CFC que provenian de
pacientes tratados con IFNa, pertenecian al linaje eritroide, e incluso sus
porcentajes fueron superiores a los que se registraron en las muestras virgenes de
tratamiento.

Este dato correlaciona muy bien con el comportamiento registrado
anteriormente en la proliferacion y la expansion, y todo ello, puede asociarse con
que en estas muestras pudiera permanecer el rearreglo Ber-Abl, y que como antes

se menciond, favoreciera la diferenciacion hacia el linaje eritroide.
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Tabla 13. Porcentaje de CFC mieloides, eritroides y mixtas a dia cero en células CD34+LIN- de
MON y LMC después de diferentes opciones de tratamiento y a diferentes dias y condiciones de

cultivo.

CONTROL SEMINAL MIXTO

Miel Erit | Mix Miel Erit Mix | Miel Erit Mix

MON 52 | 44 | 4 43 56 1 35 | 65 0

LMC VT 2 | M 0 32 68 0| 32 68 0

DIA| LMCIFN 6* | 94* | O 22 78 0| 8 |92 O

S | LMCTCH | 52 | 48 | O 53* 47 0| 51 | 49* | O

LMC STI 44 | 56 | O 40 60 0 | 48 52 0

MON 67 | 33 | O 54 44 2 | 61 39 0

LMC VT nd nd | nd 64 36 0| 36 64 0

DIA| LMC IFN 55 | 45 | O 13* 87 0 8* 92 0

10 | LMCTCH | 51 49 | O 48 52* 0| 5 | 44 0

LMC STI 50 | 50 | O 65 35 0| 5 | 44 0

MON 98 2 0 69 30 1 73 27 0

LMC VT nd nd | nd 94 6 0| 79 21 0

DIA| LMCIFN nd nd |nd| 26.5* | 73.5* | 0 | 25 | 75" | O

15 | LMCTCH | nd nd | nd | 50" 50* 0 | 46" | 54* | O

LMC STI nd nd | nd 81 19 0| 73 27 0

Los datos representan el promedio del porcentaje de las diferentes CFC evaluadas después de 14
dias en cultivos semisdlidos. Las células provenian de cultivos liquidos en la condicion control libre
de citocinas (CONTROL), de la combinacion seminal (SEMINAL) y de la combinacion mixta
(MIXTA), a los dias 5, 10 y 15 de cultivo, de muestras de MON y LMC VT y tratadas con IFNa.,
TCH y STI571. nd, indica que no se determino por falta de células. (*P < 0.05 con relacién a
muestras virgenes de tratamiento).
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Los resultados descritos anteriormente demuestran que, como sucedioé con
las células de LMC virgenes de tratamiento, las células que provienen de
pacientes tratados con IFNoa, TCH y STI571, también tienen alterados sus
patrones de proliferacion y expansion in-vitro. Las respuestas encontradas pueden
estar asociadas con la presencia de Bcr-Abl y su interaccién con los agentes
terapéuticos administrados, asi como con las vias de sefalizacion que estos
desencadenen.

A este respecto se ha descrito que el nivel de expresion de ARN y proteina
de Bcr-Abl disminuye después del tratamiento con IFNa, al tiempo que induce
apoptosis y suprime el crecimiento de células provenientes de LMC (Chen et al,
2002; Selleri et al, 1998). Particularmente en células CD34+ de LMC, se conoce
que el IFNa actua a través de su propio receptor (Ito et al, 2004), el cual puede
inhibir cultivos a largo plazo (Cornelissen et al, 1998), asi como reducir el
crecimiento de células CD34+ mediante el restablecimiento de las interacciones
adhesivas de los progenitores con el microambiente (Martin-Henao et al, 2000),
Estos datos sugieren entonces, que en las muestras utilizadas en este trabajo, el
IFNo es capaz de corregir algunas de las deficiencias de las células leucémicas in
Vivo;, sin embargo este efecto no se hace evidente in vitro, ya que a pesar de que
los pacientes mostraron una recuperacion hematoldgica, aun mantienen alterado
su comportamiento hematopoyético, al grado de tener patrones de proliferacion y
expansion semejantes a los de las muestras virgenes de tratamiento.

Otro efecto causado por el IFNa en células de LMC es la inhibicion de la
generacion de células clonogenicas, principalmente por la inhibicion directa de los
progenitores, hecho que se ha visto ocurre en presencia de FIt-3 (Solanilla et al,
2000). Ademas esta observacion correlaciona con los datos de expansién ya que
a pesar de la presencia de diferentes citocinas estimuladoras, las células
CD34+LIN- que provienen de pacientes tratados con IFNa, muestran una limitada
o nula capacidad de generar colonias in-vitro; de las colonias generadas, la
mayoria pertenecen al linaje eritroide, lo que indica que el IFNa inhibe
preferencialmente el numero de CFC mieloides, particularmente granulocito-

monociticas tal y como lo describieron anteriormente Talpaz y otros (1989) asi
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como y Marley y colaboradores (2000). Sin embargo, estos datos se contraponen
con lo descrito en el grupo de Despres (1995), quienes al estimular células CD34+
de LMC con SCF, IL-3 y GM-CSF, encontraron que el IFNa no inhibe a las CFC
del linaje mieloide mientras que si lo hace con los progenitores eritroides. Cabe
mencionar que el trabajo de Després fue desarrollado utilizando LMC virgen de
tratamiento estimulada in vitro con IFNa, lo que hace una diferencia importante
con los resultados de éste trabajo, debido a que las células CD34+LIN- se
obtuvieron de muestras de pacientes tratados in vivo con el inhibidor.

Por otra parte cuando se usaron muestras de pacientes que recibieron
transplante de células hematopoyéticas, se observé que los potenciales de
proliferacion y expansion se incrementan, aunque en ninguno de los casos llegan
a ser como los detectados en MON, lo que probablemente se deba al efecto de
los regimenes de preparacion al trasplante.

En relacion a este punto, no existen datos en la literatura que expliquen el
comportamiento in-vitro de células provenientes de LMC después del trasplante,
pero si se conoce que en el caso de la Leucemia Mieloide Aguda los agentes
quimioterapéuticos utilizados antes del trasplante tienen efectos negativos en la
actividad biologica de las células hematopoyéticas; incluso estos efectos
permanecen por periodos largos de tiempo y aun después de que la exposicion a
las drogas ha sido eliminada (Chang et al, 1990), ademas de que en estos casos
existe una reduccion en el numero de células CD34+ y LTC-IC (Kasper et al,
1999).

Segun lo antes mencionado, es probable que este mismo efecto se
presente en las células CD34+LIN- utilizadas en este trabajo, aunque no debe
perderse de vista que en el caso de este padecimiento, la permanencia del
cromosoma Philadelphia es un factor determinante en el comportamiento in vitro
de las células progenitoras hematopoyéticas.

Un dato de gran relevancia en este trabajo, es el detectado en los
potenciales de proliferacion y expansion de las células CD34+LIN- de LMC que

provenian de pacientes tratados con STI571, ya que éstas células se comportan
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de forma muy semejante a las de MON, especialmente cuando fueron cultivadas
en presencia de la combinacion de citocinas mixta.

A este respecto, se conoce que la administraciéon de STI571 causa una
recuperacion a la hematopoyesis normal, en un periodo de 3 semanas después de
que se ha iniciado el tratamiento, efecto que permanece durante el tiempo que
dure la terapia (Druker y Lydon, 2000). El dato anterior, asociado a que todos los
pacientes utilizados en este trabajo habian recibido tratamiento con STI571
durante 4 a 6 meses, sugiere que en las células utilizadas se ha recuperado la
hematopoyesis normal, y que la proliferacion que se detecta corresponde a la
poblacion residual normal presente en LMC.

No obstante, existen reportes en donde se menciona que el STI571 también
es capaz de inhibir la proliferacion y la capacidad formadora de colonias de células
CD34+ provenientes de MON y Sangre de Cordén Umbilical, cuando son
cultivadas en medio libre de suero y suplementadas con SCF (100 ng/ml), FIt3-L
(100 ng/ml), TPO (50 ng/ml), IL-3, IL-6 y G-CSF (20 ng/ml) mas 5 uM del inhibidor.
Sin embargo, en estas mismas condiciones no se detecta efecto inhibidor en
células formadoras de areas coblestone, que corresponden a una poblacion
hematopoyética mas primitiva (Bartolovic et al, 2004).

Asi mismo Dewar y colaboradores (2003), reportaron que células CD34+ de
MON son inhibidas en su proliferacion, cuando se cultivaron en presencia de IL-3,
IL-6, G-CSF, y M-CSF (10ng/ml) mas 3 uM de STI571, el cual tiene un fuerte
efecto inhibidor en la generacion de progenitores monocito-macrofago.

Segun estos reportes y de acuerdo a los resultados obtenidos en este
trabajo, se puede sugerir que el hecho que las células CD34+LIN- provenientes de
LMC no igualen la proliferacion detectada en las células CD34+LIN- de MON
puede ser debida a que el STI571 este inhibiendo la hematopoyesis normal,
ademas de que pudiera ser necesaria una mayor concentracién de citocinas
como estimulo a la proliferacién y expansion. Cabe resaltar que una diferencia
relevante entre los reportes arriba mencionados y éste trabajo, es la poblacion en
la que se evalud el efecto del STI571, asi como la forma de administracion, ya que

mientras Bartolovic y Dewar trabajan con células CD34+ estimuladas in vitro, en
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este trabajo se utilizé una poblacién celular mas primitiva (CD34+LIN) y el estimulo
se genero in-vivo, al suministrar la droga directamente a los pacientes.

Esta diferencia, también puede explicar el porqué en nuestras condiciones
de trabajo no existe una disminucién en la generacion de colonias del linaje
mieloide (ver tabla 12) tal y como lo describieron Dewar y otros (2003) asi como
Marley y colaboradores (2000), aunque éstos ultimos realizaron la determinacion
utilizando CMN suplementadas con 1 ng/ml de GM-CSF, 100 ng/ml de G-CSF, 5
ng/ml de IL-3 y 20 ng/ml de SCF mas 10 uM de STI571, lo que hace que su
poblacion de estudio sea aun mas heterogénea que la que se utilizé en este
trabajo.

Es importante recalcar que aunque la aplicacion in-vivo de los diferentes
agentes terapéuticos en LMC, modifican en menor o mayor grado la capacidad de
proliferacion y expansién de las células progenitoras hematopoyéticas CD34+LIN-,
es posible que los potenciales observados sean también un reflejo de la cantidad
de células Bcr-Abl positivas que permanecen en los pacientes al momento de
tomar la muestra, y de la capacidad que estas tengan de permanecer en los
cultivos después de recibir el estimulo con citocinas, por lo que la deteccion del
rearreglo Bcr-Abl en estas células es de suma importancia para entender el

comportamiento de estas subpoblaciones.

2.2 Deteccidon de Bcer-Abl en la subpoblacién CD34+LIN- de Leucemia Mieloide

Cronica.

Con el objetivo de analizar a un nivel mas profundo el efecto de los
diferentes tratamientos en la subpoblacion CD34+LIN- de LCM, se decidié evaluar
la expresion del transcrito para Bcr-Abl, en las diferentes muestras y a los
diferentes dias de cultivo.

Para ello, se hizo necesario analizar primero el nivel de deteccion minimo
para Bcr-Abl, lo que condujo a utilizar la linea celular K562, la cual proviene de

una paciente con LMC en crisis blastica positiva al cromosoma Philadelphia.
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Una forma de establecer el nivel de deteccion minima de Bcr-Abl, fue
determinar en qué cantidad de células totales se puede detectar el rearreglo. Por
esta razon se mezclaron células K562 con células normales provenientes de
sangre periférica, de manera que se obtuvieran diluciones en las que hubiera una
sola célula positiva para Bcr-Abl, en cantidades crecientes de células normales. A
las diferentes diluciones se les extrajo el ARN y posteriormente se analizd
mediante RT-PCR y PCR-Anidado la expresion de Abl y Ber-Abl, respectivamente.

Como se observa en la Figura 24A, la banda de Abl (que por ser una
molécula de expresidon constitutiva en la célula, se utilizé6 como control interno), se
expresa en las diferentes diluciones y controles, mientras que no se detecta en el
control con agua, lo que indica que la sintesis de cDNA y la reaccion de PCR,
fueron realizadas de forma correcta en las diferentes muestras.

Cuando en una segunda reaccion de PCR, se determiné la presencia de la
translocaciéon Bcr-Abl (Figura 24B), se encontré6 que la banda de 510 kb
correspondiente a dicha translocacion solo de detecta en el control positivo
(células K562), asi como en las 5 primeras diluciones (1/10-1/2000), en las que la
intensidad de la banda que indica la expresion de Bcr-Abl, va disminuyendo.

Con base en el resultado anterior, y con la finalidad de incrementar la
sensibilidad de la técnica, se planted la necesidad de realizar un PCR anidado.
Para ello, 2 ul del producto de PCR de Bcr-Abl fue sometido a una segunda
reaccion de PCR en la que se utilizaron primers internos de la translocacion Bcr-
Abl.

La Figura 24C demuestra que al realizar el PCR-Anidado, se puede
detectar el transcrito para Bcr-Abl en todas las diluciones empleadas, asi como en
el control positivo, mientras que no se observa banda correspondiente a Bcr-Abl
en el control normal y en el control con agua. Estos datos permiten afirmar que
utilizando este sistema, se puede detectar desde 1 célula tumoral en 10 células

normales, hasta 1 célula tumoral en 500,000 normales.
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Figura 24. Estandarizacion del numero celular minimo en que se puede detectar Bcr-Abl. Una célula K562 fue mezclada con ndmeros
celulares crecientes (10, 100, 500, 1000, 2000, 5000, 10000, 50000, 100000, 200000, 300000 y 500000) de células normales para
determinar mediante PCR, la presencia de Abl (A) y Bcr-Abl (B) o Ber-Abl después de efectuar una segunda reaccion de PCR (Anidado) (C).
Marcadores de Peso Molecular (PM), control positivo para la translocacion Ber-Abl (K562), diferentes diluciones en las que se deposit6 una
célula K562 (10, 100, 500, 1000, 2000, 5000, 10000, 50000, 100000, 200000, 300000 y 500000), Sangre Periférica Normal utilizada como
control negativo de la translocacion Ber-Abl (Normal) y control de la técnica en la que se utilizé agua (-)



Por otra parte, debido a que ocasionalmente el numero celular no era
suficiente para evaluar la presencia de Bcr-Abl, también se determiné la cantidad
de ARN que era necesaria como minimo en la realizacion del ensayo. Para ello,
se sintetizé cDNA a partir de concentraciones decrecientes (1500, 1000, 500, 250
y 100 ng) de ARN de la linea celular K562. Al cDNA obtenido, se le realizé PCR
para evaluar la presencia de Abl y de Bcr-Abl y a este ultimo también se le realizé
un PCR anidado para incrementar el nivel de deteccion del rearreglo.

La Figura 25 indica que la molécula constitutiva Abl (450 pb) se presenta
en las diluciones que van de 250 a 1500 ng de ARN, y su deteccion se pierde en
la muestra que proviene de 100ng de ARN de la linea K562. En cuanto a la
presencia de la banda para Bcr-Abl (510 pb), ésta se detecta en las cinco
diferentes concentraciones de ARN, aunque su presencia es minima en las
muestras de 100 a 500 ng de ARN. Finalmente, después de utilizar el PCR
anidado, la banda de Bcr-Abl (450 pb) se detecta en todas las concentraciones de
ARN utilizadas, lo que indica que en nuestro sistema también se podia determinar

la presencia de la translocacién Bcr-Abl, a partir de hasta 100 ng de ARN.
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Figura 25. Estandarizacién de la concentracion minima necesaria de ARN para detectar Bcr-Abl. Diferentes
concentraciones (1500, 1000, 500, 250 y 100 ng) de ARN de la linea celular K562 fueron utilizados para determinar mediante
PCR, la expresion de Abl (A), Bcr-Abl (B) o Bcr-Abl después de realizar una doble reaccion de PCR (Anidado) (C).
Marcadores de Peso Molecular (PM) y control de la técnica en la que se utilizé agua (-).



Una vez determinado el nivel de sensibilidad minima en la técnica de
deteccion para Bcr-Abl, se procedié a evaluar si las CMN y la subpoblacion
enriquecida en células CD34+LIN- que provenian de pacientes que habian sido
tratados con diferentes regimenes terapéuticos, presentaban el rearreglo al
momento de su obtencion. Por tal motivo el ARN de las muestras fue obtenido
inmediatamente después de la seleccion inmunomagnética, y se utilizaron 1500 ng
de éste para sintetizar el cDNA, mismo que se utilizé para la determinacion de Abl
(Figura 26A), y Bcr-Abl (Figura 26B). En todos los casos se realiz6 una reaccién
de PCR-Anidado, utilizando los productos de Bcr-Abl obtenidos en la primera
reaccion (Figura 26C).

Los resultados indican que, todas las muestras presentan el transcrito para
Abl, y en el unico sitio en donde no se presenta la banda es en el control del
experimento, en donde se realizd la sintesis de cDNA vy la reaccion de PCR
utilizando agua en lugar de ARN (Figura 26A).

En relacién con la expresion de Bcer-Abl, se observa que después de haber
realizado la primera reacciéon de PCR, la molécula no se detecta en las muestras
que recibieron tratamiento con STI571 y con transplante de células
hematopoyéticas. Sin embargo, si se detecta en las muestras que no han recibido
ningun tratamiento, asi como en las muestras que recibieron tratamiento con
IFNa (Figura 26B).

El haber encontrado Bcr-Abl en el dia cero de las muestras tratadas con
IFNa, puede asociarse con el comportamiento registrado en la proliferacion y la
expansion antes descritas, e incluso podria justificar la alta semejanza que estas
células presentaron con relacién a las muestras virgenes de tratamiento.  Sin
embargo, el hecho que los pacientes de donde estas muestras fueron obtenidas
presenten recuperacion hematologica, sugiere que aunque esté presente el
transcrito para Bcr-Abl, éste puede no tener toda su capacidad transformante
debido a alguno de los efectos provocados por el uso de IFNa.

Por otra parte, cuando a las diferentes muestras se les realizé la segunda
reaccion de PCR (PCR-anidado), se encontré que el transcrito se presenta en

todos los casos, excepto en la subpoblacion CD34+LIN- que provenia de las
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muestras tratadas con STI571, lo que también correlaciona con el
comportamiento in-vitro de esta subpoblacion, ya que como se observo en las
Figuras 19-22, las células proliferan y se expanden de forma muy similar a las
provenientes de MON.

Cabe mencionar que en el caso de las muestras tratadas con transplante de
células hematopoyéticas, también se detecta el rearreglo Bcr-Abl, aunque su
expresion parece ser menor que la detectada en las muestras tratadas con IFNa y
virgenes de tratamiento. Este dato podria también asociarse con la capacidad
proliferativa y de expansion previamente descrita, ya que aunque las células
CD34+LIN- provenientes de pacientes que recibieron TCH no llegan a
comportarse como las células provenientes de MON, tampoco lo hacen como las
tratadas con IFNa, que son muy similares a las virgenes de tratamiento.

En este sentido, Sick y otros (2001), encontraron que CFC provenientes de
pacientes con LMC tratados con IFNa en diferentes fases de la enfermedad eran
positivos a Ber-Abl, y que el numero de colonias que presentaron el rearreglo era
directamente proporcional a la fase de la enfermedad de donde provenian las
células. Aunado a lo anterior, Chomel y colaboradores (2000) reportaron que
leucocitos totales de pacientes con LMC tratados con IFNa. o TCH, presentan el
gen de fusion Bcer-Abl al evaluarlo mediante FISH, pero no detectd el transcrito al
evaluarlo por medio de RT-PCR, por lo que el autor sugiere que la translocacion
se presenta en células progenitoras primitivas que pueden estar quiescentes y
transcripcionalmente silentes, comentario que puede ser aplicado a las células
CD34+LIN- utilizadas en este trabajo.

El resultado de la Figura 26C, también demostr6 que las células
CD34+LIN- provenientes de pacientes tratados con STI571 no presentan el
rearreglo Bcr-Abl.  Sin embargo, hay autores que mencionan que en la
subpoblacién CD34+ el rearreglo permanece, a pesar del tratamiento con STI571

y factores de crecimiento (Graham. et al, 2002; Bhatia et al, 2003).
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Figura 26. Deteccion de Bcr-Abl en pacientes con LMC después de diferentes tratamientos. Células Mononucleares y
CD34+lin- obtenidas de muestras virgenes de tratamiento (VT), tratadas con Interferén-alfa (IFNa), tratadas con STI571 (STI571) y
después de trasplante de Médula Osea (Pos TMO), fueron utilizadas para evaluar la expresion de la molécula constitutiva Abl (A), y
del rearreglo Bcr-Abl (B). En todos los casos se realizé6 un PCR anidado (C), para incrementar el nivel de deteccion. Las bandas
obtenidas fueron comparadas con el control positivo (K562), el control negativo (SPM) y el control de la técnica (H,0). El peso de
las bandas fue determinado de acuerdo con los marcadores de Peso Molecular (PM).



De acuerdo con los reportes anteriores y con la finalidad de determinar si en
las diferentes muestras y condiciones de cultivo utilizadas en este trabajo existia la
permanencia del rearreglo Bcr-Abl, se decidi6 tomar células que fueron
estimuladas con la combinacién de citocinas mixta a los 5, 10 y 15 dias de cultivo,
y se evalud la presencia del rearreglo Ber-Abl, mediante PCR y PCR-Anidado.

Los datos de la Tabla 14, indican que en el caso de las células CD34+LIN-
provenientes de muestras virgenes de tratamiento, el rearreglo Bcr-Abl esta
presente durante los diferentes dias de cultivo, lo mismo que en las células
provenientes de pacientes tratados con IFNay TCH, en donde ademas la
presencia del rearreglo es suficiente como para ser detectada desde la primera
reaccion de PCR. No obstante, ésto no sucedid6 en el caso de las células
provenientes de pacientes tratados con STI571, ya que en la evaluacion al dia 5,
el rearreglo sélo se detecté después de realizar el PCR-anidado, lo que sugeria
que al inicié del cultivo existia un bajo numero de copias de la molécula, mismo
que se recupero en las evaluaciones al dia 10 y 15 en donde la presencia de Bcr-
Abl se detectd desde la primera reaccion de PCR.

Estos datos ademas sugieren que en los pacientes tratados con STI571
nunca desaparece la clona maligna, y que al inicio de los cultivos su numero
celular es tan pequeio que no permite ser detectado por nuestro sistema. Sin
embargo, conforme el tiempo de cultivo avanza, la presencia de las células
positivas a Bcr-Abl se incrementa y es posible su deteccion.

En este sentido, Lange y colaboradores (2004) evaluaron la presencia de
Ber-Abl mediante PCR-Anidado en 14 pacientes que habian recibido TCH, vy
encontraron que después de 28 dias en cultivo solo 6 pacientes eran negativos a
la presencia de la translocacion. Asi mismo Janssen y otros (2000), sugirieron
que las células progenitoras de LMC, al compararse con su contraparte normal
son mas aptas para sobrevivir a las quimioterapias aplicadas previas al trasplante
debido a la resistencia a la apoptosis causada por la presencia del gen Bcr-Abl, lo
que finalmente resulta en una seleccibn de progenitores Ph+ que resurgen

después del trasplante.
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Tabla 14. Deteccion de Bcr-Abl en células CD34+LIN- de LMC cultivadas durante diferentes dias

en la combinacién de citocinas mixta.

Tratamiento MP MP MP Reaccién de PCR en que
(numero de muestras) | Dia 5 | Dia 10 | Dia 15 se detecto el rearreglo
Virgen (n=2) \ \ \ 12 reaccion
v 22 reaccion (anidado)
IFNa.  (n=7) v v v 12 reaccion
\ \ \ 22 reaccidn (anidado)
STI571 (n=8) %) v v 12 reaccion
v v v 22 reaccion (anidado)
TCH (n=3) v v v 12 reaccion
v v v 22 reaccion (anidado)

Un minimo de 1500 ng de ARN fue utilizado para sintetizar cDNA y posteriormente evaluar la
presencia (V) o ausencia (&) de Bcr-Abl mediante PCR y PCR anidado.

En relacion con las células provenientes de pacientes tratados con STI571,
nuestros resultados concuerdan con lo reportado por el grupo de Bathia (2003),
quienes evaluaron mediante FISH la presencia de Bcr-Abl en CFC y LTC-IC de
pacientes con LMC en remision citogenética completa, y encontré que el STI571
no elimina los progenitores primitivos malignos en pacientes con LMC. Cabe
mencionar que aunque el autor utiliza una poblacion celular mas heterogénea que
la empleada en este trabajo, sus resultados reflejan el comportamiento de las

células al ser tratadas in-vivo con el inhibidor.
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Aunado a lo anterior Graham y colaboradores (2002), reportaron que
células CD34+LIN- provenientes de pacientes con LMC vy cultivadas en presencia
de SCF, FIt-3, IL-3, IL-6 y G-CSF (100 ng/ml) mas 1 uM de STI571 durante 12 dias
disminuyen su proliferacion, aunque detecté que existe un subgrupo de células
Ph+ que permanece insensible aun en presencia de la combinaciéon de factores de
crecimiento, por lo que sugiere que el STI571 solo elimina a las células que se
encuentran en division.

Con relacion a este ultimo punto, es probable que en este trabajo aunque
el rearreglo no se elimine, el STI571 inhiba la clona leucémica, por lo que las
respuestas en proliferacién y expansién observadas pudieran ser debidas a la
poblacion residual normal, que se sabe coexiste con la poblacion leucémica.

En este sentido Holtz y otros (2002), describieron que 1 uM de STI571, es
capaz de restaurar la hematopoyesis normal al inhibir a progenitores leucémicos
proliferativos sin eliminarlos, y aun a pesar de haber recibido estimulacion con 200
pg/ml de GM-CSF, 200 pg/ml de SCF, 1 ng/ml de G-CSF, 1 ng/ml de Factor
Inhibidor de Leucemia (LIF), 50 pg/ml de MIP-1a y 200 pg/ml de IL-6. Ademas,
dicha inhibicion esta dada por la detencidon del ciclo celular, y no por un estimulo
de apoptosis. Aunado a lo anterior, también se sabe que la inhibicidon de la
proliferacion inducida por STI571, no distingue entre células provenientes de fase
cronica y crisis blastica (Gambacorti-Passerini et al, 2001).

Cabe mencionar, que actualmente se conoce que algunos progenitores
leucémicos no son capaces de responder al efecto inducido por STI571, debido a
la sobre-expresién de Bcr-Abl o de genes de resistencia a multidrogas, a la
incrementada actividad cinasa de Bcr-Abl, a la adquisicion de mutaciones
compensatorias en genes diferentes a Bcr-Abl, o incluso a alteraciones en su
forma proteica (Mahon et al, 2000; Roumiantsev et al, 2002; Barthe et al, 2002), lo
que hace necesario que en la subpoblacion de células progenitoras utilizadas en
este trabajo, se evallue la actividad cinasa de Bcr-Abl en las mismas condiciones

de cultivo.
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Ademas, también seria conveniente determinar la presencia y actividad de
Bcer-Abl en la subpoblacion celular mas primitiva CD34+CD38-LIN-, que como ya
se observo en el trabajo, presenta alteraciones numéricas y funcionales. Sin
embargo hasta el momento, los numeros celulares que se obtienen son tan
reducidos, que su analisis y descripcion bioldgica sigue siendo motivo de interés

en la investigacion mundial.
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VIIl. DISCUSION GENERAL

La (LMC) es una enfermedad hematologica, caracterizada por la presencia
de la translocacion 9:22, que resulta en un cromosoma 22 acortado, usualmente
referido como cromosoma Ph. La consecuencia molecular de esta translocacion
es la generacion del gen de fusién Bcr-Abl, que codifica a una proteina tirosina
cinasa activada constitutivamente. Esta cinasa, es capaz de inducir leucemias en
ratones y es esencial para causar actividad transformante en diversas lineas
celulares.

Debido a que el cromosoma Philadelphia esta presente en los diferentes
linajes hematopoyeticos maduros, en progenitores formadores de colonias, en
células iniciadoras de cultivos a largo plazo, e incluso en células endoteliales de
pacientes con LMC, se ha sugerido, que el origen de la LMC es una célula
troncal hematopoyetica (Clarkson et al, 2003), y aunque existe abundante
informacion sobre esta patologia, no esta totalmente descrito el comportamiento
de subpoblaciones enriquecidas en células troncales hematopoyeticas. Por esta
razon, y con el objeto de contribuir a entender la biologia basica de la LMC, el
objetivo de este trabajo fue caracterizar los potenciales proliferativos y de
expansion de dos subpoblaciones hematopoyeticas: una enriquecida en células
progenitoras CD34+LIN- y otra en células mas primitivas con inmunofenotipo
CD34+CD38-LIN-.

Nuestros resultados indican que ambas subpoblaciones tienen
anormalidades numéricas y funcionales en relacién con células provenientes de
MON. Particularmente, en el caso de la subpoblacion CD34+LIN- proveniente de
muestras virgenes de tratamiento, los resultados encontrados indican que las
células tienen limitada capacidad de proliferacion y expansion in vitro, a pesar de
que provienen de una condicion tumoral. Esto podria sugerir que las alteraciones
detectadas estan asociadas a la presencia y actividad de Bcr-Abl.

Cabe recordar que aunque Bcr-Abl es capaz de estimular diversas rutas de

sefalizacion mitogénica, existen posiciones encontradas en la literatura en cuanto
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al efecto que esta molécula causa en la proliferacion y expansion de células
primitivas, ya que mientras diferentes autores (Cortes et al, 1997; Jonuleit et al,
1998; Era y Witte 2000; Moore, et al 1998), mencionan que células de LMC que
presentan Bcr-Abl tienen incrementada su capacidad de proliferacion y expansion
in vitro, nosotros encontramos lo contrario, tal y como lo han reportado los grupos
de Bathia y colaboradores (2000) asi como Bedi y colaboradores (1994).

En los estudios antes mencionados, no necesariamente se trabajo bajo las
mismas condiciones (subpoblacion celular, concentracion y combinacién de
citocinas) que se utilizaron en este trabajo, lo que puede explicar algunas de las
diferencias encontradas.

Aunado a lo anterior, el haber encontrado que todas las muestras virgenes
de tratamiento fueron positivas al rearreglo Bcr-Abl (tanto a dia cero como a los
diferentes dias de cultivo), indica que aunque las células provienen de una
condicion tumoral con alta capacidad proliferativa in-vivo, al ser cultivadas in-vitro
no son capaces de responder a la estimulaciéon con citocinas tal y como sucedi6
con la MON. Este comportamiento sugiere que in vivo, la presencia de Bcr-Abl
hace a las células progenitoras leucémicas particularmente susceptibles a los
efectos de citocinas y aunque aparentemente sus requerimientos son menores
(debido a que pueden sobrevivir de forma autocrina), las interacciones entre ellas,
pueden causar la activacion de progenitores quiescentes y conducir al incremento
en la proliferacion in vivo. No obstante, en este trabajo, no se han encontrado las
condiciones de cultivo in-vitro para igualar la proliferacion y expansion descrita in
vivo, probablemente debido a que falte algan estimulo inductor que pudiera estar
dado por la interaccibn de las células seminales y/o progenitoras con el
microambiente hematopoyeético.

Un claro ejemplo de este punto, es el efecto observado en las células
CD34+LIN- que provenian de pacientes tratados con IFNa, las cuales no son
capaces de mejorar sustancialmente sus capacidades de proliferacion y expansion
después de que son estimuladas con citocinas in vitro (e incluso se comportan de
forma muy parecida a las muestras de LMC que no han recibido tratamiento), a

pesar de que los pacientes se encontraban en remision hematoldgica completa y
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respuesta citogenética mayor, lo que hubiera sugerido que sus potenciales in vitro
serian muy parecidos a los de MON.

Este hecho, aunado a que en las diferentes muestras pre-tratadas con IFNa
se detectd la presencia de Bcr-Abl (desde el dia cero y a los diferentes dias de
cultivo), sugiere que in vivo existe un mecanismo que evita que la clona leucémica
prolifere, al tiempo que se favorece la hematopoyesis normal, motivo por el cual
los pacientes se comportan como sujetos sanos, aunque hematopoyeticamente
presenten importantes deficiencias. Sin embargo in-vitro, la expresion constante
de Bcr-Abl podria ocasionar la limitada proliferacion y expansion celular, que
incluso podria estar dada por un minimo numero de células normales, que también
son inhibidas por el efecto del IFNa.

Se ha descrito que el IFNa es capaz de suprimir la proliferacién de células
CD34+ mediante la utilizacion de su propio receptor (Ito et al, 2004) asi como de
inhibir la proliferacion de LTC-IC provenientes de LMC (Cornelissen et al, 1998).
Dichos efectos pueden lograrse debido a que ésta citocina es capaz de inducir un
estado de quiescencia tumoral, asi como incrementar la expresion de moléculas
de adhesidon que favorecen el contacto de células progenitoras con el estroma
(Martin-Henao et al, 2000), por lo que en el caso particular de las células
CD34+LIN- utilizadas en éste trabajo, seria conveniente determinar cual seria su
respuesta proliferativa y de expansion al cultivarse en presencia de capas de
células estromales (que simulen la interaccion con su microambiente).

Dicha evaluacién permitiria conocer si la presencia o carencia de contacto
estromal y en consecuencia la expresiéon de ciertos reguladores de adhesion estan
directamente relacionados con la falta de proliferacion y expansion encontrada en
los cultivos liquidos utilizados en este trabajo, aunque debe recordarse que las
células CD34+LIN- de MON estuvieron sujetas a las mismas condiciones de
cultivo, lo que implica que en el caso de las células provenientes de muestras
tratadas con IFNa, existe un defecto intrinseco y que posiblemente in-vivo las
células se vean estimuladas con otros agentes que las obliguen a tener un

comportamiento hematolégicamente normal.
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Las células CD34+LIN- que se obtuvieron de pacientes que recibieron TCH
también presentaron potenciales de proliferaron y de expansién limitados, a pesar
de que provenian de pacientes que se encontraban en remision hematoldgica
completa y respuesta citogenética mayor.

Cabe mencionar que la respuesta proliferativa y de expansion que se
detectd en éstas células, fue mayor a la observada con las células tratadas con
IFNa, hecho que puede asociarse con nivel de expresion de Bcr-Abl ya que como
los resultados lo indicaron, en las células que habian sido tratadas con TCH el
rearreglo Bcr-Abl se detectd solo después de haber realizado el PCR-Anidado,
mientras que en las células que habian recibido tratamiento con IFNa el rearreglo
se detectd desde la primera reaccion de PCR, lo que sugiere que la expresion de
Bcr-Abl en éstas ultimas era mayor.

Reportes en la literatura indican que pacientes con LMC que han recibido
trasplante de células hematopoyeticas, alcanzan una sobrevida libre de
enfermedad entre el 60 y 80% a diez afios (Savage y Goldman, 1997). De estos
pacientes, la mayoria permanecen negativos a Bcr-Abl (determinado por medio
de FISH y PCR) durante varios afos, por lo que pueden llegar a considerase
como sujetos completamente sanos. No obstante, también existen pacientes en
quienes se detecta un bajo nivel del transcrito, y que permanecen en remision
clinica durante varios afos, e incluso se ha sugerido que la persistencia de la
translocacién puede ser producida por un limitado numero de células troncales
Ph+ que son incapaces de dividirse pero capaces de inducir nuevamente la
enfermedad (Miyamura et al, 1993; Radich et al, 1995). Este ultimo dato podria
extrapolarse a las muestras utilizadas aqui, ya que como se menciono
anteriormente los pacientes se comportaban como sujetos sanos, aunque
hematopoyeticamente tengan un comportamiento anormal.

Los datos antes mencionados dejan en claro que en algunos pacientes con
LMC, existe un pequefio grupo de células progenitoras Ph+ que permanecen
después del trasplante. Ademas, dichas células tienen la capacidad de

incrementarse in-vitro cuando reciben un estimulo constante de citocinas.
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A este respecto, Holyoake y colaboradores (2002) han mencionado que
una pequefia poblacién de células progenitoras de LMC permanecen quiescentes
in vivo, pero después de varios dias de estimulacion in vitro son capaces de
revertir la quiescencia y transitar a los siguientes estadios de maduracion, evento
gue se acompafa de una rapida proliferacién y expansion de la clona leucémica.

Este dltimo punto, apoya lo sugerido por Clarkson y su grupo (2003),
guienes mencionan de que la sola presencia de Bcr-Abl no es suficiente para
inducir actividad transformante, aunque si puede condicionar de forma positiva 0
negativa (segun los estimulos presentes en el microambiente) el comportamiento
celular, ya que puede conducir a la dormancia tumoral o0 a la incrementada
proliferacion; ambos comportamientos observados in vivo.

Bajo esta premisa, y recordando que Bcr-Abl tiene actividad tirosina cinasa
constitutiva, se disefio el Inhibidor de la Transduccion de Sefales 571 (STI571), un
inhibidor competitivo del sitio de union a ATP de Bcr-Abl. Este inhibidor ha sido
probado en una amplia gama de lineas celulares que expresan Bcr-Abl, o células
derivadas de pacientes con LMC en crisis blastica, demostrando que es capaz de
inhibir su proliferacion cuando se usa en un rango de 0.25 a 0.5uM. Aunado a
ello, 10uM de STI571 ha sido capaz de inhibir la formacion de colonias
provenientes de CMN, asi como LTC-IC de pacientes con LMC (Druker et al,
1996; Deininger y Druker, 2003).

En este sentido, los resultados presentados en este trabajo contrastan con
lo arriba descrito, ya que las células progenitoras hematopoyeticas (CD34+LIN-)
utilizadas aqui no redujeron su capacidad de proliferar y expandirse, después de
que recibieron tratamiento con STI571 y al contrario presentaron potenciales de
proliferacion y expansion muy semejantes a las células CD34+LIN- provenientes
de MON. Una importante diferencia de este trabajo con los reportados en la
literatura es la forma en que las células recibieron el estimulo con STI571, ya que
mientras en los diferentes reportes el estimulo se recibié cuando las células se
encontraban en cultivos in-vitro; en este trabajo, el estimulo se aplicé in-vivo y solo
se evaluo el efecto de las diferentes combinaciones de citocinas en la capacidad
de proliferacion y expansion in-vitro, lo que podria sugerir que los datos aqui
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encontrados son mas semejantes al comportamiento real de las células
progenitoras hematopoyeticas.

Debe recalcarse que aunque las células tratadas con STI571 proliferaron y
se expandieron de forma muy parecida a las muestras provenientes de MON, y
aungue el transcrito para Bcr-Abl no fue detectado en el dia cero del cultivo, las
células se mostraron positivas para el rearreglo a lo largo de los diferentes dias de
cultivo, lo que indica que en los cultivos siempre existi6 una poblacién positiva
para Bcr-Abl, solo que en el dia cero sus niumeros eran muy bajos (menores a 1
célula tumoral por cada 500,000 células normales —segun el limite minimo de
deteccidn-) para ser detectados por nuestro sistema. Sin embargo, conforme el
tiempo de cultivo avanzo la poblacion Ph+ se incrementd y permitié su deteccion a
partir del dia 5 de cultivo.

Estos ultimos datos podrian correlacionarse con lo reportado en la literatura,
en donde se menciona que el rearreglo Bcr-Abl puede permanecer en pacientes
gue han obtenido respuestas citogenéticas completas (Bahtia et al, 2003) e
incluso que existe una poblacién de LMC altamente quiescente capaz de generar
leucemia al ser trasplantada en ratones inmunodeficientes (Holyoake et al, 1999).

Los resultados de este trabajo sugieren entonces, que la poblacion celular
gue prolifera y se expande de forma semejante a la MON es principalmente la
poblacion residual normal, mientras que las células de LMC (que evidentemente
se encuentran en los cultivos) proliferan en un menor grado. Aunque también
existe la posibilidad de que la actividad tirosina cinasa de Bcr-Abl se encuentre
bloqueada por el efecto del STI571, y a pesar de que el numero de celulas Ph+ se
incremente (y permita la deteccion del transcrito), dichas células no tengan la
posibilidad de modificar el efecto en la proliferacion y expansion.

Es importante recordar que si bien es cierto el STI571 también induce
inhibicion de la proliferacion de células CD34+ normales, (Bartolovik et al, 2004),
su efecto es claramente menor al detectado en LMC. Ademas el efecto de dicho
inhibidor en la subpoblacién CD34+LIN- no ha sido descrito. Este dato, aunado a
que se ha descrito que las células formadoras de areas coblestone no son

inhibidas por STI571, sugiere que muy probablemente en la subpoblacién
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hematopoyetica CD34+LIN- se encuentre contenida una buena cantidad de
células hematopoyeticas normales, y que incluso éstas pudieran encontrarse con
mas frecuencia en una subpoblacién hematopoyetica més primitiva. Dicha
subpoblacion podria corresponder a células con inmunofenotipo CD34+CD38-LIN-
la cual ha sido descrita como una poblacion altamente quiescente, y aunque en el
caso de LMC favorece la dormancia tumoral, también es capaz de proliferar de
forma autbnoma, gracias a sus mecanismos de estimulacion autécrina (Holyoake
et al, 2002).

Aunado a ello, Petzer y Gunsilius (1997), publicaron que cultivos de LTC-IC
iniciados con células CD34+CD38- provenientes de LMC, presentan altos niveles
de células Ph- capaces de coexistir con células Ph+, las cuales al ser estimuladas
con altas concentraciones de citocinas (100 ng/ml de Flt3-L; 100 ng/ml de SCF; 20
ng/ml de IL-3; 20 ng/ml de IL-6 y 20 ng/ml de G-CSF) muestran la misma
dependencia a factores de crecimiento que su contraparte normal, aunque
después de 10 dias tienden a desaparecer de los cultivos, por lo que propone que
las células seminales leucémicas estan caracterizadas por una disminuida
capacidad de proliferacion y una incrementada capacidad de diferenciacion.

Este dltimo punto correlaciona con los resultados encontrados en este
trabajo, en donde se detectd que la subpoblacion de células primitivas
CD34+CD38-LIN-, tiene disminuida su capacidad de proliferacion y expansion en
respuesta a diferentes combinaciones de citocinas. Asi mismo, podria esperarse
gue en estos cultivos se encontrara enriquecida la poblacion residual normal (Ph-),
a la que se refirio Petzer, y de forma semejante puede ser que el bajo nimero de
células Ph+ sean las que inicialmente responden al estimulo con citocinas, y
después de cierto tiempo en cultivo ésta subpoblacion comience a agotarse, al
tiempo que las células Ph- (que permanecerian por mas tiempo en estado
guiescente) comiencen a responder al estimulo con citocinas.

En este sentido, seria de gran importancia evaluar la respuesta de la
subpoblacion CD34+CD38-LIN- proveniente de pacientes que han recibido
tratamiento in-vivo con diferentes agentes, esperando que particularmente en

células tratadas con STI571, el comportamiento proliferativo y de expansién sea

133



muy parecido al observado en las células de MON, y con la probabilidad de que a
lo largo de los diferentes dias de cultivo ya no sean detectadas células Bcr-Abl
positivas y solo se detecte la subpoblacion residual normal, lo que seria de gran
importancia como un méetodo de purga biolégica que permita su utilizacion en el

tratamiento aut6logo de pacientes con LMC.
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IX. CONCLUSIONES

En este trabajo, se ha podido determinar que poblaciones celulares
enriguecidas en células troncales (CD34+CD38-LIN-) y células progenitoras
(CD34+LIN-)  hematopoyéticas, provenientes de pacientes con diagnostico
reciente de LMC tienen severas alteraciones en sus capacidades de proliferar y
expandirse in-vitro, cuando son cultivadas en presencia de diferentes
combinaciones de citocinas estimuladoras de la proliferacién. Cabe hacer notar,
que dichas alteraciones son mucho méas evidentes en la subpoblacion de células
troncales que incluso mostraron menor capacidad de responder a la inhibicién de
la proliferacion inducida por el TNFa que las células progenitoras CD34+LIN-.
Estos datos son confirmatorios a lo descrito por otros autores en relacién con la
subpoblacion CD34+LIN-, pero describen por primera vez que las alteraciones en
la proliferacién y expansion, también se registran en una subpoblacion enriquecida
de células altamente primitivas provenientes de pacientes con LMC que no han
recibido tratamiento previo.

Aunado a ello, cuando se analiz6 el comportamiento in-vitro de células
progenitoras provenientes de pacientes previamente tratados con IFNa, TCH o
STI571, se encontré que mientras el IFNa no es capaz de inducir un incremento
en la proliferacion y expansion de las células progenitoras, el TCH y el STI571 si lo
provocan e incluso en el caso de muestras de pacientes tratados con STI571, se
registra una proliferacion y expansion semejante a la de las células progenitoras
provenientes de MON. Cuando se correlacion6 este comportamiento in-vitro con
la expresion del rearreglo Bcr-Abl, se encontr6 que tanto en las células
progenitoras provenientes de pacientes tratados con IFNa como en los tratados
con TCH el rearreglo esta presente desde los primeros dias de cultivo, lo que no
sucede con las células progenitoras provenientes de pacientes tratados con
STI571, en donde Bcr-Abl es imperceptible en los primeros dias de cultivo, aunque

su expresion aumenta conforme avanza el tiempo de cultivo.
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Los resultados antes descritos son de suma importancia, ya que aunque la
LMC y su asociacion con Bcr-Abl han sido ampliamente descritas en la literatura,
este es el primer trabajo en que se analiza y reporta el comportamiento in-vitro, de
células progenitoras leucémicas obtenidas de pacientes que habian recibido algun
tipo de tratamiento y su relacion con Bcr-Abl.

Es importante hacer notar que el hecho de haber encontrado la
translocacion en todas las muestras, independientemente del tratamiento recibido
indica que ninguno de ellos es capaz de erradicar la clona maligna y por lo tanto
son hematopoyeticamente anormales, aunque los pacientes se comportaron como

hematolégicamente sanos.
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X. PERSPECTIVAS

Los resultados descritos en este trabajo asi como los reportados en la
literatura, representan un avance en el conocimiento de la hematopoyesis de la
Leucemia Mieloide Crénica, y si bien reafirman que este padecimiento es uno de
los mejores descritos en la literatura, también dejan claro que representa un ente
altamente complejo, que para su entendimiento requiere la respuesta a una serie
de nuevas interrogantes.

Por ello, y de acuerdo con los resultados aqui obtenidos, se plantea la
necesidad de evaluar si la disminucion de la proliferacion y expansién observada
en las muestras virgenes de tratamiento, es debida a que existen alteraciones en
los mecanismos que les permite detectar la estimulacidén con citocinas, por lo que
el andlisis de expresion de receptores (por lo menos para las citocinas utilizadas
en este trabajo), asi como el estado de activacion de los mismos seria de gran
utilidad en el entendimiento de la respuesta de células seminales y progenitoras
hematopoyéticas a estimulos exdégenos.

Otra interrogante que plantea este trabajo, es conocer porqué los pacientes
tratados con Interferén alfa y Trasplante de Células Hematopoyéticas no
recuperan sus potenciales de proliferacion y expansion. Esta cuestion sugiere la
participacion del componente estromal en la repuesta hematopoyetica, por lo que
conocer la interrelacion entre ambos componentes (hematopoyetico y estromal) en
la recuperacibn hematopoyetica, e incluso el efecto de ambos agentes
terapéuticos en el comportamiento de ambas subpoblaciones hematopoyéticas
normales, seria de utilidad para entender y mejorar ambas opciones terapéuticas.

Aunado a lo anterior, y con el antecedente que la subpoblacién CD34+LIN-
presenta la translocacién Bcr-Abl, se ha considerado de suma importancia evaluar
el estado de activacion del producto proteico Bcr-Abl en las diferentes
subpoblaciones hematopoyéticas, ya que si bien su presencia fue determinada

mediante RT-PCR y PCR-Anidado, es posible que especificamente en las células
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provenientes de pacientes tratados con STI571, la proteina se encuentre en un
estado cinasa inactivo, que permita a las células proliferar y expandirse de forma
semejante a las células normales, aunque no se haya perdido la expresion de Bcr-
Abl. Asi mismo seria relevante continuar con el estudio del comportamiento in-
vitro de las subpoblacién de células troncales CD34+CD38-LIN-, sélo que ahora
podria ser abordada la relacion entre las diferentes opciones terapéuticas y la
expresion de Bcr-Abl, esperando que sea en esta subpoblacion (y especificamente
en células de pacientes tratados con STI571) en donde se encuentre la poblacién
residual normal descrita para el padecimiento.

El encontrar la poblacién normal, abre la posibilidad de generar un sistema
de cultivo in-vitro, que pueda emplearse como un método de purga biologica, en
donde se pueda expandir in-vitro a la poblacibn normal para posteriormente

aplicarse en los pacientes como una alternativa terapéutica de trasplante autologo.
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Anexo
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