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RESUMEN.

Las leucemias agudas son patologias que se caracterizan por la proliferacion
maligna de células hematopoyéticas inmaduras de tipo blastico, cuya acumulacion
progresiva en médula 6sea, se acompafa de una disminucion en la producciéon de
los elementos de la hematopoyesis normal. El objetivo del presente trabajo fue
determinar los niveles de expresion de proteinas apoptéticas y antiapoptoticas, asi
como las citocinas de nicho medular para angiogénesis y de las que participan en la
respuesta Th1/Th2, de pacientes adultos con leucemia linfoblastica aguda (LLA) de
novo, y determinar su valor pronéstico. Se analizaron 130 individuos, 111 pacientes
con LLA de novo y 19 con anemia megaloblastica (testigos). De los pacientes 56,
fueron hombres y 55 mujeres; los no oncohematologicos: 8 hombres y 11 mujeres; la
mediana de edad en los pacientes fue de 30.4 afios con un intervalo de 16 a 73; en
relacion con la poblacién no oncohematolégica (testigo) la mediana de edad fue de
49 afios con un intervalo de 26 a 74. Al clasificar los pacientes de acuerdo a los
criterios del grupo FAB, 5 fueron del tipo LLA L1 y 106 del tipo LLA L2. Para realizar
este estudio se utilizé la inmunicitofluorometria con los programas de Cell QuestPro
para el inmunofenotipo celular y CBA para la cuantificacion de citocinas. Se utilizaron
anticuerpos monoclonales para caracterizar células de estirpe B, T y mieloides,
ademas de anti Bcl-2, anti caspasa 3 activada, Fas; asi como el kit para la
determinacion de citocinas que intervienen en la respuesta Th1/Th2 (IFNy, IL-4, IL-6)
y para angiogénesis (angiogenina, VEGF, bFGF e IL-8).

El diagnéstico por inmunofenotipo fue de 56 LLA de estirpe B, 23 bifenotipicas, 16
de estirpe T y 16 expresaron un marcador mieloide aberrante. En relacién con la
expresion de proteinas de apoptosis (Fas, caspasa-3 activada) y antiapoptosis (Bcl-
2), se encontré expresion significativamente aumentada para Bcl-2 (P<0.001),
disminuidos de Fas y caspasa-3 activada respecto al grupo testigo (P<0.001). Para
las citocinas que participan en la respuesta Th1/Th2 (IFNy, IL-4, IL-6) analizadas en
el plasma de médula 6sea, se encontr6 aumento de la concentracién de IL-6
(P=0.003) y disminucién de IL-4 (P=0.05) e IFNy (P=0.16) respecto al grupo control;
para angiogénesis, se encontrd tendencia al aumento de las concentraciones de
angiogenina (P=0.08) y concentraciones elevadas para bFGF (P0.004), respecto al
grupo control. En relacién a la supervivencia de los pacientes, se observo un mejor
prondstico para los pacientes con LLA de estirpe T que el resto de los grupos
(P<0.02) para la supervivencia libre de enfermedad (SLE), pero no en la global
(P=0.1). Al relacionar los valores por arriba de la mediana para Bcl-2, Fas, CD243 y
caspasa 3 activada, se observé que de acuerdo al prondstico del padecimiento, para
la SLE, los de mejor pronadstico fueron los que presentaron valores mas altos de Fas
y caspasa-3 activada; y los de peor prondstico, los que presentaron valores mas
elevados de CD243 y Bcl-2. Concluimos que el prondstico de los pacientes adultos
con LLA de novo, se encuentra influenciado por los niveles elevados de expresion
de Bcl-2 y CD243; niveles bajos de caspasa-3 activada y Fas. La LLA-T es la de
mejor prondstico en este grupo de pacientes. Se debe realizar mas investigacion
acerca de las terapias enfocadas a ese grupo de proteinas.



ABSTRACT.

Acute leukemias are diseases characterized by malignant proliferation of immature
hematopoietic stem cells called blasts, which accumulates in bone marrow causing
depletion in normal hematopoiesis. The objective of this work was to determine the
prognostic significance of the expression in the bone marrow of proapoptotic and
anti-apoptotic proteins, as well as cytokines related with angiogenesis and Th1-Th2
immune response in adult patients with de novo acute lymphoblastic leukemia (ALL).
We used conventional flow cytometry with CellQuestPro program for
immunophenotyping of cells (monoclonal antibodies directed to B, T, and myeloid
cells, as well as antibodies to Bcl-2, activated caspase-3, CD95Fas) and CBA
technigue for cytokine quantification (Th1l-Th2 response: yIFN, IL-4, IL-6;
angiogenesis: angiogenine, VEGF, bFGF, and IL-8). We included 111 patients with
ALL and 19 patients with megaloblastic anemia as controls. Fifty-six ALL patients
were male and 55 were female. In the control group there were eight males and 11
females. Median age was 30.4 years (CI16 to 73 years) and 49 years (Cl 26 to 74
years) for ALL and control patients respectively. The majority of patients (106) had
type 2 ALL (FAB classification). The phenotype of ALL leukemias consisted of: B
cells (56), biphenotipic (23), T cells (16), and aberrant phenotype in 16 patients. In
general, we observed increased levels of Bcl-2 (P< 0.001) and decrease values of
CD95Fas (P<0.001) and caspase 3 (P<0.001) in patients with ALL compared with
controls. In bone marrow plasma we found increase in IL-6 concentrations (P=0.003),
and decrease in IL-4 (P=0.05) and yIFN (P=0.16) concentrations. There was a trend
to increase in angiogenine concentrations (P=0.08) and highly significant
concentrations of bFGF (P=0.004) and IL-8 (P<0.001). Disease free survival was
better in T phenotype leukemias (P<0.02), while there was a trend for better overall
survival in these patients (P=0.1). Considering values above the median as high
values for Bcl-2, CD95Fas, CD243, and activated caspase 3, we observed better
disease free survival for those patients with higher values of Fas and activated
caspase 3 and worse disease free survival for patients with higher values of CD243
and Bcl-2. We conclude that the prognosis of adult ALL patients is influenced by the
levels of expression of Bcl-2, activated caspase-3, Fas, and CD243. T phenotype
ALL is a good prognostic factor in these patients. Major efforts must be done to
investigate target therapies directed to these important proteins.
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I.  INTRODUCCION

Antecedentes.

Las leucemias presentan una incidencia de 10 por cada 100,000 habitantes por afio
en EUA. En México, el registro histopatolégico de neoplasias malignas de la
Direccion General de Epidemiologia, inform6 en el 2001, una tasa de morbilidad
para leucemia linfoblastica aguda (LLA) en hombres de 1.5 y en mujeres de 1.2 por
cada 100,000 habitantes; en el dltimo reporte de 2002, informé un total de 108,064
casos por aflo para tumores malignos, de los cuales, 2,837 correspondieron a
leucemias, y de todos estos 1,720 casos correspondieron a LLA (1.59 %).

Las leucemias agudas son patologias que se caracterizan por la proliferacion
maligna de las células hematopoyéticas inmaduras de tipo blastico, cuya
acumulacion progresiva se acompafia de disminucién en la produccion de los

elementos de la hematopoyesis normal (Haase, y cols., 1995).

En la actualidad, el conocimiento de las leucemias agudas ha evolucionado de forma
importante. De acuerdo con los criterios establecidos por la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS), para un paciente de novo se debe realizar su clasificacibn mediante
estudios morfolégicos, inmunofenotipicos y citogenéticos asi como tomar en
consideracion sus caracteristicas clinicas, para establecer un tratamiento mas

especifico (Harris, y cols.,2000).

Clasificacién General.

Las caracteristicas de las células leucémicas pueden ser evaluadas por microscopia
Optica, expresion de enzimas citosdOlicas y de antigenos de superficie; estas
caracteristicas permiten poner de manifiesto el linaje y el grado de madurez de la

clona leucémica (Jaffe, y cols., 2001; Woessner, y cols., 1985). Asi, las leucemias
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pueden ser clasificadas con base en el tiempo de evolucion de la enfermedad en
agudas o cronicas, y cada una de estas puede ser clasificada a su vez en linfoide o

mieloide, de acuerdo con el tipo de célula involucrada (Ortufio, y cols., 2002).

La etiologia de las leucemias se desconoce; sin embargo, se proponen algunos
factores de riesgo como son: la radiacion, que puede inducir dafios genéticos a los
precursores hematopoyéticos; las drogas y compuestos quimicos que pueden
lesionar a la médula 6sea (Butturini, y cols., 1992); la genética, ya que la incidencia
de leucemia se incrementa cuando existen alteraciones cromosomicas; y los virus,
dado que algunas leucemias se asocian con virus linfotrépicos de las células T

humanas (Henderson, y cols., 2002; Butturini, y cols., 1992).

El comportamiento clinico de la enfermedad, la morfologia, las alteraciones
citogenéticas y el inmunofenotipo celular, son las caracteristicas que toma en
consideracion la Organizaciéon Mundial de la Salud (Harris, y cols., 2000) para poder

clasificarlas en:

(@) Leucemia mieloide aguda (LMA).
LMA con anormalidades genéticas recurrentes
LMA con t(8;21)(922;922),(AML1/ETO).
LMA con eosinofilia en médula 6sea e inv(16)(p13;922) o t(16;16)(p13;q22).
Leucemia promielocitica aguda con t(15;17)(q22;912), PML/RAR-alfa y variantes.
LMA con alteraciones en 11923.
LMA con displasia de multilinaje
Seguidas de un sindrome mielodisplasico o de una enfermedad
mieloproliferativa.
Sin  antecedentes de sindromes mielodisplasicos o0 enfermedades
mieloproliferativas, pero con displasia de un minimo de 50 % de las células en
dos o0 mas estirpes celulares.
LMA relacionada a terapiay a sindromes mielodisplasicos.
Agentes alquilantes y radiacién

Inhibidor de topoisomerasa Il.



LMA clasificadas por otro nombre

LMA minimamente diferenciada

LMA sin maduracién

LMA con maduracion

Leucemia mielomonocitica aguda

Leucemia monoblastica 0 monocitica aguda
Leucemia eritroide aguda (variantes eritroide/mieloide y eritroleucemia pura)
Leucemia megacarioblastica aguda
Leucemia basofilica aguda

Panmielosis aguda con mielofibrosis
Sarcoma mieloide.

(b) Leucemia bifenotipica aguda
(c) Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA)

Leucemia linfoblastica aguda de precursores de células B.
t(9;22)(934;911); fusion del gene BCR/ABL

t(4;11)(q21;923); fusién del gene MLL-AF4

t(1;19)(q23;p13.3); fusidén del gene EA2/PBX1
t(12;21)(p13;922); TEL/AML1

Leucemia linfoblastica aguda de precursores de células T.

Leucemia de células de Burkitt.

En estudios realizados por el grupo Italiano, Malattie Ematologiche dell’Adulto
(GIMEMA) (Mancini, y cols., 2005), se combina la citogenética y la informacion
molecular de los pacientes adultos con LLA, para definir su perfil genético y
determinar el impacto de las sefiales moleculares y citogenéticas, y categorizar el
siguiente subgrupo molecular:

Cariotipo normal, t(9;22)/BCR-ABL, t(4;11)/MLL-AF4, t(1;19)/E2A-PBX1, del 9p/p15-
pl6, del 6g, miscelaneas, hiperdiploidias, del p9, del p15, del p16.

En ese estudio se observé que los pacientes sin anormalidades cromosomicas y

aguellos que tenian eliminaciones aisladas 9p, p15 y pl6, mostraron una mejoria
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favorable relativa, con una mediana de supervivencia libre de enfermedad (SLE)
mayor a tres afos. La t(9;22)/BCR-ABL y la t(4;11/MLL-AF4), t(1;19)/E2A-PBX1
definieron un grupo de pacientes con LLA de prondstico desfavorable con una SLE
de 7 meses, mientras que las eliminaciones 6q, aberraciones miscelaneas y las
hiperdiploidias, predijeron un prondstico intermedio con una SLE de 19 meses. En
este estudio se resalta la importancia de realizar tanto el perfil citogenético como
molecular de la LLA del adulto desde el inicio de la enfermedad, como una
determinante independiente de su curso, lo que permite llevar a cabo un manejo

Optimo de estos pacientes (Mancini, y cols., 2005; Hrusak, y cols., 2002).

Resistencia a drogas en leucemias agudas.

La resistencia a drogas es la principal causa del fracaso de la quimioterapia, y por
consiguiente, de la muerte del paciente oncolégico. A pesar del uso de la
combinacion de quimioterapias, el fracaso del tratamiento se ha observado en
enfermos con patologias tanto linfoides como mieloides en quienes las recaidas
ocurren en mas de la mitad de los casos, como sucede en LMA y LLA del adulto. La
resistencia a las drogas puede ser debida a causas intrinsecas y extrinsecas (Borst,
y cols., 2000). La resistencia extrinseca corresponde a la incapacidad de la droga
para reaccionar con la célula tumoral: la administracion oral de quimioterapia se
acompafia de una amplia variacién en la biodisponibilidad de la droga, observandose
diferencias importantes entre un paciente y otro (Zimm, y cols., 1983). Ademas, los
defectos en la vascularizacién del tumor que se observan frecuentemente en los
tumores sélidos, también son relevantes para los de origen hematolégico (Padro, y
cols., 2000).

La resistencia intrinseca se debe a las propiedades de la célula tumoral; el
mecanismo ocurre principalmente por la presencia de proteinas de resistencia a
drogas que provocan la salida de aquella que previamente habia penetrado a las
células tumorales; se propone que esto se debe a un defecto en la apoptosis
inducida por drogas, y que podria originarse por incremento en las sefales

antiapoptoticas y/o incremento en las proteinas antiapoptoticas (ej: Bcl-2), o a la
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disminucién de las proteinas proapoptoéticas (ej: bax) (Borst, y cols., 2000; Litman, y
cols., 2000). La primera y mejor proteina descrita en los modelos celulares de
multiresistencia a drogas (MDR) es la glicoproteina P (GpP), codificada por el gen
ABC B1(MDR1). Esta proteina transmembranal pertenece a la superfamilia de las
proteinas ABC (“ATP Binding Cassette”), especializadas en el transporte celular
dependiente de energia (Klein, y cols., 1999). Desde 1997, se ha propuesto en
consenso la recomendacion para medir la GpP (Marie, y cols., 1997). En estudios
multicéntricos realizados en pacientes con leucemia aguda, se ha estudiado a esta
GpP (Marie, y cols., 1996), y se ha demostrado que entre una tercera parte y la
mitad de los casos, son positivos a GpP al diagndéstico, fendmeno que ocurre mas
frecuentemente en los pacientes de edad avanzada, ya que al aumentar la edad,
aumenta también la multiresistencia a drogas. Leith, 1999, informé en su trabajo, 17
% de positividad para CD243 (GpP) entre los pacientes menores de 35 afos, 27 %
para pacientes entre 35 y 50 afios, 39 % en pacientes mayores a 50 afios y 71 % en
un grupo con una mediana de edad de 68 afos. El fenotipo de CD243 se ha
asociado con la expresion de marcadores de mal prondstico tales como CD34 y CD7
(Marie, y cols., 2003). En estudios realizados, en pacientes con LMA mayores de 60
afos, se encontré una asociacion entre la expresiéon de CD243 (GpP) con una baja
frecuencia de remision completa, disminucién de la supervivencia global (SG) y de la
supervivencia libre de enfermedad (SLE), por lo que se recomienda realizar la
determinacion de este marcador desde el inicio de la enfermedad, para tener una
idea de la posibilidad de respuesta o no al tratamiento quimioterapéutico (Holt, y
cols., 2005).

Control de citocinas en la hematopoyesis normal y en leucemias.

El establecimiento in vitro de un sistema para el desarrollo clonal de las células
hematopoyeéticas, hizo posible descubrir las citocinas que regulan la hematopoyesis.
Estas citocinas incluyen factores estimulantes de colonias y otros, que interactian
como una red con un acoplamiento en cascada entre las citocinas que estabilizan al
sistema completo, permitiendo una flexibilidad y amplificacion rapida de la respuesta

a un estimulo particular. Una parte esencial de este sistema es la supresion de las
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citocinas por los cambios en el balance de expresion de la apoptosis, induciendo y

suprimiendo genes (Kitada, y cols., 2004).

La muerte celular ocurre por necrosis o apoptosis (Kanduc, y cols., 2002), estos dos
mecanismos tienen diferentes signos histologicos y bioquimicos. En necrosis, el
estimulo de muerte (ej: isquemia) es una causa directa de la muerte de la célula. En
la apoptosis, el estimulo de muerte activa una cascada bioquimica de proteasas las
cuales destruyen moléculas que son requeridas para la supervivencia celular.
Durante este proceso, el citoplasma se condensa, las mitocondrias y los ribosomas
se agregan, el nacleo se condensa y la cromatina se agrega. Después de su muerte,
la célula se fragmenta en “cuerpos apoptéticos” y el DNA cromosémico se rompe
enzimaticamente en fragmentos internucleosomales de 180 pares de bases que
provocan finalmente la destruccion de la célula. Otras caracteristicas de la apoptosis
son la reduccion en el potencial de membrana de la mitocondria, acidificacion
intracelular, generacién de radicales libres y externalizacion de residuos de

fosfatidilserina (Hengartner, y cols., 2000).

A principios de 1993, una serie de estudios hechos en el nematodo Caenorhabditis
elegans revelaron que varios genes controlan la muerte celular (Horvitz, y cols.,
1999). En este gusano se requieren cuatro genes para la ejecucion ordenada de la
apoptosis. Los genes ced-3, ced-4, ced-9 y egl-1 son los que regulan la muerte
celular. Los homoélogos de ced-3 (caspasas), ced-4 (Apaf - 1), ced-9 (Bcl-2) y egl-1
(BH3 solamente proteinas) ya se han identificado en metazoarios (Li, y cols., 1997 y
Hengartner, y cols.,1994). Las principales interventoras en el programa apoptético
son proteasas conocidas como caspasas (cisteina- dependiente, aspartato-proteasa
especifico) (Hengartner, y cols., 2000; Alnemri, y cols., 1996). Las caspasas son
cistein proteasas homologas al producto génico ced-3 del nematodo. Se han
identificado mas de 14 miembros de la familia de las caspasas, de los cuales 11
estan presentes en los humanos (Yuan, y cols., 1993). Las caspasas directa e
indirectamente dirigen los cambios morfolégicos de la célula durante la apoptosis. Al
disminuir el nivel de citocinas que suprimen la apoptosis en células malignas, se
podria mejorar la terapia anticancerigena (Lotem, y cols., 2002). El genoma humano
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codifica para 11 6 12 caspasas, dependiendo de ciertos polimorfismos hereditarios;
de acuerdo con la familia de proteinas de Bcl-2 (B cell lymphoma-2), el genoma
humano codifica para la sintesis de 25 miembros de esta familia de genes, de los
cuales solamente seis son antiapoptoticos; la sobreexpresion de varias de estas
proteinas antiapoptoticas, como Bcl-2, se ha documentado en varias enfermedades
hematolégicas malignas (Kitada, y cols., 2002; Kitada, y cols., 2004; Inoue, y cols.,
2000).

La familia Bcl-2 interviene en la regulaciéon de la liberacidon del citocromo c
mitocondrial, el cual es un miembro de la cadena transportadora de electrones
mitocondrial, que se requiere para la generacién de ATP y ademds es un disparador
importante de la cascada de caspasas. El citocromo c regula la activacion de la via
intrinseca de muerte celular que ocurre si el citocromo c¢ se libera de la mitocondria
al citoplasma. En el citoplasma, el citocromo ¢ se une a Apaf-1 para formar el
apoptosoma (complejo molecular que contiene citocromo c, Apaf-1, ATP vy
procaspasa-9). El apoptosoma activa a caspasa 9, que a su vez activa a caspasa-3
(Li, y cols., 1997 y Liu, y cols., 1996). Este mecanismo regula la liberacion deL
citocromo c, paso importante en la iniciacion de la apoptosis (figura 1) (Ashkenazi, y
cols., 2002).
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Figura No 1. Principales vias de apoptosis. En la via extrinseca, cuando Fas ligando induce la
trimerizacion de Fas, se atraen los dominios de muerte de Fas y diferentes proteinas adaptadoras
se unen a los dominios de muerte (FADD), que a su vez interactdan con la pro-caspasa 8, ésta
una vez activada, activa a la pro-caspasa 3, la cual al activarse destruye a la proteina inhibitoria
de la DNasa activada por caspasas (I-CAD). Una vez liberada la DNasa, ésta penetra al nacleo y
corta las cadenas de DNA en fragmentos de 200 pares de bases. En la via intrinseca, Bcl-2
inhibe los procesos que llevan a la muerte celular programada, ya que Bcl-2 interactda con la
membrana externa de la mitocondria evitando la salida del citocromo ¢, asi como la unién de éste
con Apaf-1; al no formarse el complejo Apaf-1-citocromo c, no se activan las caspasas, evitando
asi la apoptosis.

La sobreexpresion de la proteina Bcl-2 es el resultado de la translocacion t(14;18)
que involucra al gen BCL-2 y ocurre en 80-90 % de los linfomas no Hodgkin
foliculares de bajo. La apoptosis puede ocurrir en respuesta a un numero de
estimulos fisiolégicos o patolégicos (TNF, Fas ligando y drogas citotoxicas que
dafien al DNA) (Reed, y cols., 2005).



Para la activacion de las caspasas se requiere la participacion de inhibidores
intracelulares tales como la familia de proteinas de Bcl-2 y las proteinas inhibidoras
de apoptosis (IAPs). La alteracion en el balance normal de estas proteinas, favorece
la supervivencia de las células tumorales. Las citocinas y algunos otros compuestos
pueden reprogramar el desarrollo anormal de la leucemia, por lo tanto, las células
leucémicas pueden diferenciarse y madurar. Los factores estimulantes de colonias
(CSFs) inducen la viabilidad celular y la multiplicacion celular. Desde que se
descubrieron estos factores estimulantes de colonias, se han encontrado otras
citocinas que actian sobre la linea mieloide, incluyendo al factor de células tallo
(SCF) y la trombopoyetina, algunas de las cuales pueden sinergizar con diferentes
CSFs (Lotem, y cols., 1996).

La capacidad de IL-3 para inducir la produccién de IL-6 en los precursores
hematopoyéticos normales, ya se ha confirmado (Schneider, y cols., 1991). La red
de interacciones entre las diversas citocinas hematopoyéticas comprende a aquellas
que pueden funcionar como inhibidores de la multiplicacion de las células
hematopoyéticas tales como el factor de necrosis tumoral (TNF). Otras citocinas que
participan en la red (Figura 2), incluyen al interferon gamma (IFNy), IL-4, IL-10 y la
IL-13, las cuales ejercen efectos negativos sobre la respuesta de las células
hematopoyéticas mieloides a ciertos CSFs y sobre la produccién de esas citocinas
(Lotem, y cols., 1996). Esta red se puede usar con fines terapéuticos ya sea por la
accion directa de una citocina inyectada o por un efecto indirecto debido a la accion
de otras citocinas que son inducidas in vivo (Lotem, y cols., 2002).
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Figura No 2. Citocinas involucradas en la destruccion de las células hematopoyéticas. La
produccion elevada de IL-2 permite una expansion policlonal de las células T. La activacion del
receptor de Fas por su ligando, le permite a la célula llevar a cabo el proceso de apoptosis.
Algunos efectos del IFNy son mediados a través del factor regulador de interferon 1 (IRF-1), el cual
inhibe la transcripcion de genes para entrar al ciclo celular. El IFNy es un potente inductor de
genes celulares incluyendo al de la oxido nitrico sintasa inducible y por consiguiente, la produccién
de 6xido nitrico (NO). (Tomado de Young, y cols., 2006).

El descubrimiento de que las células leucémicas mieloides pueden ser inducidas a
diferenciarse y madurar tanto in vitro como in vivo, utilizando citocinas que induzcan
su diferenciacién y asi recuperar el control del crecimiento normal y perder su
capacidad de ser leucémicas, sentd las bases para el uso de la terapia de la
diferenciacion en la leucemia, aunque la capacidad de estas células leucémicas para
ser inducidas a diferenciarse por las citocinas, no se debe a la correccion de sus
anormalidades cromos6micas. Los resultados obtenidos en ese trabajo pusieron de
manifiesto que el programa de desarrollo anormal en las células leucémicas, puede

ser reprogramado genéticamente mediante una diferenciacion apropiada inducida
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por citocinas (Lotem, y cols., 2002). Los experimentos realizados con células
mieloides han demostrado que hay diferentes vias de expresion génica para inducir
la diferenciacion y los cambios genéticos, los cuales suprimen la induccién de la
diferenciacion (Cohen, y cols., 1981). Esos resultados muestran que las células
mieloides leucémicas pueden ser reprogramadas y que hay una considerable
plasticidad en el programa de diferenciacion mieloide. También existen estudios en
los que, tanto en células linfoides malignas como en normales, las interleucinas IL-1,
IL-2, IL-4, IL-6, IL-7 e IL-9, suprimen la induccién de la apoptosis por dexametasona
(Lotem, y cols., 1999).

Por otro lado se sabe que la angiogénesis es la formacion de nuevos vasos a partir
de la vasculatura ya existente, y que juega un papel importante en una variedad de
procesos fisiologicos y patofisiolégicos como en el crecimiento y esparcimiento
metastasico de los tumores soélidos (Folkman, y cols., 1971); la angiogénesis es un
proceso complicado en la enfermedad e involucra la degradacion de proteinas de la
matriz extracelular, la activacion, proliferacién y migracién de las células endoteliales
en forma multiescalonada (Folkman, y cols., 1995). Este proceso de
neovascularizacion se regula a través de un impacto competitivo entre la influencia
de inhibidores y activadores de la angiogénesis (Mangi, y cols., 2000). En la figura 3
se resumen los tres mecanismos que participan en la angiogénesis tumoral, a saber:
A) crecimiento tumoral alrededor de los vasos sanguineos, seguido por la apoptosis
de las células endoteliales y pérdida de la integridad del vaso mediada por la
sobrerregulacion de angiogenina 2, de tal forma que el tumor induce la ramificacion
neovascular de los vasos circundantes (Holash, y cols., 1999), B) los precursores
hematopoyéticos circundantes contribuyen a la regulacion de la angiogénesis en el
tumor (Asahara, y cols., 1997). Los receptores del factor de crecimiento de endotelio
vascular (VEGFR-1 y VEGFR-2) se expresan por las células progenitoras
hematopoyéticas y endoteliales, las cuales son movilizadas por VEGF que es
liberado por el tumor (Lyden, y cols., 2001) y C) ciertos tumores pueden atraer
células progenitoras diferenciadas incluyendo a las células cebadas, monocitos,
macrofagos y células inflamatorias (Coussens, y cols., 1999). Estas células pueden

inducir angiogénesis tumoral mediante la liberacion de moléculas proangiogénicas o
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metaloproteasas que permiten un aumento de la motilidad de las células endoteliales
(Berges, y cols., 2000; Scott, y cols., 2000).

Por otro lado, se conocen méas de 20 agentes proangiogénicos y antiangiogénicos
(Basilico, y cols., 1992), de los cuales, el factor de crecimiento de endotelio vascular
(VEGF) y el factor de crecimiento basico de fibroblastos (bFGF), se han establecido
como los dos reguladores positivos de angiogénesis mas potentes (Dvorak, 2002;
Montesano, y cols., 1986). Sin embargo, otras citocinas como: IL-6, IL-8, factor de
crecimiento transformante-o (TGF-a), TGF-B, factor de necrosis tumoral-o. (TNF-a),
factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), leptina, factor de crecimiento derivado
de plaguetas (PDGF), y el receptor a de la Interleucina-1(IL-1Ra), también estan
involucrados, pero sus papeles no se han definido claramente (Fuhrmann-Benzkein,
y cols., 2000; Hatzie, y cols., 2002; Brizzi, y cols., 1999).

En estudios realizados (Faderl, y cols., 2005), en LLA del adulto de reciente
diagnéstico en donde determinaron factores angiogénicos por el método de ELISA
para evaluar su papel prondstico, estos parecieron ser ambiguos en sangre
periférica; los autores evaluaron los niveles plasmaticos de los factores angiogénicos
VEGF, bFGF, IL-1Ra, IL-6, IL-8, receptor 1y 2 del VEGF (VEGFR-1 y VEGFR-2) y
trombopoyetina (TPO). Utilizando un modelo multivariado de Cox, se encontré que
los niveles elevados de IL-1Rq, IL-8, VEGFR-1 y VEGFR-2 fueron predictivos de
supervivencia global corta; en contraste, los niveles elevados de VEGF y bFGF
predijeron una supervivencia larga. Sus resultados reflejaron el grado de
complejidad mediante la cual, los factores angiogénicos pueden afectar el
comportamiento clinico de los pacientes con LLA, lo que debe ser considerado en
cualquier estrategia terapéutica al incorporar agentes antiangiogénicos (Faderl, y
cols., 2005).
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Figura No 3. Factores angiogénicos producidos por las células tumorales. Dichos factores
angiogénicos, son capaces de estimular la proliferacién y migracion de las células endoteliales v,
de reclutar células inflamatorias que secretan proteasas para degradar la matriz extracelular,
movilizar las células endoteliales progenitoras circulantes y contribuir a la formacién de la red
vascular (Tomado de Persano, y cols., 2007).
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Recientemente se ha reconocido que la desregulacion de la angiogénesis constituye
un paso importante en el desarrollo y progresion de los padecimientos
hematoldgicos, y que las leucemias pueden invadir y proliferar en la médula ésea y
otros 6rganos por mecanismos similares a los descritos en tumores sélidos (Thomas,
y cols., 2001). La interaccion entre las células endoteliales, el microambiente
medular, los progenitores hematopoyéticos y las células leucémicas, juega un papel
importante en el desarrollo del fenotipo leucémico, en virtud de la secrecion de
citocinas proangiogénicas y antiangiogénicas, asi como en la expresion de
receptores para esas citocinas por dichas células leucémicas. En un estudio
realizado en 40 nifilos con LLA en donde se analiz6 el papel de los factores
angiogénicos, se demostré que hubo un aumento significativo de la densidad de la
microvasculatura en la médula 6sea de los nifios con LLA, en comparacién con la
médula 6sea control; también se encontraron niveles elevados de VEGF y bFGF en

pacientes en remision (Pérez-Atayde, y cols., 1997).

En la intervencién antiangiogénica se sabe que se inhibe el crecimiento y
diseminacién tumoral por medio de la alteracion de la vasculatura tumoral; el grupo
de Zhou, y cols., 2005, fue el primero en informar una estrategia alternativa,
llamandola vacuna oral de DNA. ElI DNA utilizado codifica para el gen completo de
FLK-1 (receptor 2 del factor de crecimiento endotelial vascular VEGFR-2 murino), el
cual previene la angiogénesis e inhibe el crecimiento tumoral, mediado por una
respuesta inmune de células T CD8". Los linfocitos T citotoxicos CD8" son capaces
de detectar y destruir especificamente a las células que porten dicho antigeno. Uno
de los propésitos principales de las vacunas contra tumor, es inducir la respuesta de
los linfocitos T citotoxicos CD8", contra tales epitopos para erradicar tumores y
prevenir la recaida, ya que al destruirse las células endoteliales, se afecta el
microambiente del tumor y esto es efectivo contra una variedad de enfermedades
malignas, ya que se inhibe el crecimiento tumoral y la metastasis (Zhou, y cols.,
2005).

14



Varios estudios han demostrado que las células mesenquimales del estroma de la
médula O0sea (MSCs), estimulan la produccion de IFNy y pueden suprimir la

respuesta de las células T alogénicas; el grupo de Stagg, y cols., 2006, describieron
que MSCs derivadas de raton C57BL/6, se comportaban como células
presentadoras de antigenos (APCs) y podian inducir inmunidad protectora antigeno
especifica. Se sabe que las MSCs secretan un amplio espectro de factores de
crecimiento y citocinas implicadas en diferentes aspectos de la hematopoyesis

(Deans, y cols., 2000) y linfopoyesis (Tarlakovic, y cols., 2005).

En estudios realizados in vitro, el IFNy mostré un fuerte efecto inhibitorio sobre los
progenitores hematopoyéticos y las células tallo. En general, los resultados de Zeng,
y cols., 2006, proponen que el IFNY in vitro, inhibe completamente la actividad de las
células tallo y de células mas comprometidas en su diferenciacion a través de la
activacion de vias apoptoticas. Los mecanismos que juegan un papel importante en

la destruccion de la célula tallo por el IFNYy involucran a las perforinas y las vias de

Fas (Luther-Wyrsch, y cols., 2001), ya que se ha encontrado sobreexpresado el IFNy

en la médula 6sea y sangre periférica de pacientes con anemia aplasica (Nistico, y
cols., 1994; Sloand, y cols., 2002).

En relacién con la regulacién de las células T cooperadoras (Th) tipo 1y 2, en el
balance de las citocinas Th1/Th2 via las interacciones entre las células dendriticas y
las NKT, se sabe que estas ultimas son capaces de producir grandes cantidades de
citocinas Thl como: IFNy y las de tipo Th2 como la IL-4. El IFNy producido por
células NKT incrementa la respuesta inmune innata, mientras que la respuesta Thl
dependiente de las células NK y cps” permite la eliminacion de patdégenos y de

células tumorales. Las células NKT ademas se sabe que regulan la respuesta
inmune en varias enfermedades autoinmunes en roedores y en humanos, y esta es
dependiente de la produccion de IL-4 (Arase, y cols., 1993). Respecto a las células

dendriticas, estas son células presentadoras de antigenos y las responsables de la
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iniciacion y regulacién de la respuesta inmune contra varios antigenos (Hart, 1997,

Banchereau, y cols., 1998).

Se sabe que la IL-4 y el IFNY, son mediadores importantes en la respuesta inmune,

estan implicadas en la progresion de padecimientos como leucemia; en estudios
realizados en nifios con LLA por Zhang, y cols., 2000, se demostré que, los nifios
con leucemia, presentaron niveles significativamente mas bajos de células Thl y
mas altos de células Th2, sugiriendo que la expresion alterada de citocinas, juega un
papel importante en el desarrollo de la leucemia.
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JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La elevada frecuencia de recaidas en la leucemia linfoblastica aguda (LLA) del
adulto, aunado a que se sabe poco acerca de la fisiopatologia de este padecimiento,
estimula a realizar trabajos en el area, particularmente en poblacion mexicana donde
no se han realizado estudios del analisis simultaneo de las proteinas Bcl-2, Fas,
caspasa-3 activada; ya que es importante determinar dichas proteinas en los blastos
tumorales de los pacientes, tomando en consideracion su importancia en la
supervivencia celular, asi como relacionar la expresion de dichas proteinas con el

comportamiento clinico de la enfermedad.

En relacion con los estudios realizados respecto a la angiogénesis, ésta juega un
papel muy importante en la nutricién de los tumores, ademas de ser la via a través
de la cual tienen acceso los agentes quimioterapéuticos utilizados. A este respecto
pocos son los trabajos realizados en LLA del adulto, que permitan predecir el
comportamiento y prondstico de la enfermedad; por lo que se considera importante
determinar los niveles de citocinas extracelulares en el nicho medular, asi como las
citocinas que intervienen en la angiogénesis como la angiogenina, VEGF, bFGF e IL-
8 y las que participan en la respuesta Thl/Th2 como IFNy, IL-4 e IL-6
respectivamente; y determinar su valor prondstico en pacientes con LLA para que
con base en esto, el hemat6logo pueda planear esquemas de tratamiento mas
agresivos o especificos a través del uso de agentes antiangiogénicos.

HIPOTESIS

Los niveles de expresion de las proteinas que intervienen en la apoptosis: Fas,
caspasa 3 activada; antiapoptéticas: Bcl-2; angiogénicas: angiogenina, VEGF, bFGF,
IL-8 y las que intervienen en la respuesta Th1/Th2: IFNy, IL-4 e IL-6, afectan el

comportamiento clinico de los pacientes con LLA de novo.
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OBJETIVO

Correlacionar los niveles de expresion de proteinas apoptéticas y antiapoptéticas en
las células blasticas, asi como angiogénicas y de respuesta Th1l/Th2 en matriz de
médula 6sea de pacientes con LAL de novo y su valor pronéstico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
» Establecer el valor prondstico de la expresion de CD243 (MDR), Fas, caspasa-3
activada, CD34, Bcl-2, asi como la incidencia de éstos en la poblacién adulta con

diagnéstico de LLA de novo.

» Determinar los niveles de las citocinas extracelulares para angiogénesis: IL-8,
bFGF, angiogenina y VEGF en médulas 6seas provenientes de pacientes con

LLA de novo y anemia megaloblastica (grupo control).

» Determinar los niveles de las citocinas extracelulares que participan en la
respuesta Th1/Th2: IL-4, IL-6, TNFa, IFNy en médulas 0seas provenientes de

pacientes con LLA de novo y anemia megaloblastica (grupo control).
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ll.  MATERIAL Y METODOS.

Criterios de inclusion.

Pacientes mayores de 16 afios que ingresaron al Departamento de Hematologia del
Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional “La Raza” del IMSS, con
diagndstico clinico y morfolégico de LLA, cuya muestra de médula 6sea contenia

celularidad suficiente (CN>4.0 X109/L) para realizar el inmunofenotipo.

Pacientes mayores de 16 afios que ingresaron al Departamento de Hematologia del
Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional “La Raza” del IMSS, con
diagnostico clinico y morfoldgico de anemia megaloblastica. En ambos casos se

solicita el consentimiento por escrito para la toma de médula 6sea.

Criterios de exclusién.
Pacientes que ingresaron al Departamento de Hematologia con diagnéstico de LLA,
y que habian recibido tratamiento previamente.

Criterios de no inclusion.

Pacientes cuya médula 6sea no contenia celularidad suficiente para el estudio de

inmunofenotipo, o que decidieron no participar en el estudio.
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Métodos.

Se realiz6 el andlisis morfolégico en sangre periférica y médula ésea utilizando la
tincion de Wright para determinar la morfologia blastica linfoide; ademas de las
tinciones citoquimicas: acido peridédico Schiff (PAS), mieloperoxidasa, fosfatasa
acida y alfa naftil acetato esterasa; en todos los casos se aplicaron los criterios del
grupo Franco-Americano-Britanico (FAB) para realizar el diagnéstico.

A partir de cada una de las muestras se realiz6 la cuantificacion de las células
nucleadas por método automatizado, utilizando el equipo Sysmex XT-2000i para

ajustar la cantidad de células a 10%/100 uL en PBS a partir de la cual se tomaron

alicuotas de 100 uL para ser depositadas en tubos Falcon, posteriormente, a todas
las muestras se les realizaron estudios de inmunocitofluorometria y se les aplicaron
los criterios del Grupo Europeo para la Inmunotipificacién de las Leucemias (EGIL)
(Bene, y cols., 1995) y asi poder caracterizar a cada una de ellas. Los anticuerpos
monoclonales que se utilizaron para realizar la caracterizacion de las leucemias
fueron: HLADR-PerCP, CD34PerCP, TdT-FITC, CD117PerCP, anti-glicoproteina-P-
PE, CD5PerCP, CD7FITC, CDI10OFITC, CD19PerCP, CD20PerCP, CD22FITC,
CD79aPE, antilgM-PE, CD13PE, CD14PerCP, CD15PE, CD33PE, CD64FITC,
CD41aFITC, CD235aPE, antiLinlFITC, CD123, CD11cAPC asi como los
marcadores de interés para este trabajo: Fas-PE, antiBcl-2FITC, anti caspasa-3

activadaPE.

Cuenta de células nucleadas.
Se obtuvo la cuenta de células nucleadas ( X 10° / L) utilizando el equipo Sysmex
XT-2000i. Se ajusté la concentracion de células nucleadas a 10° cel / 100uL en PBS

de acuerdo con la férmula

C1V1 = C, Vy; para obtener V, =(C1V1)/ Cy,
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Donde:

C, = Concentracion de células nucleadas contadas en el equipo Sysmex
XT-2000i.

V1 = Volumen inicial de la alicuota de células.

C, = Concentracion final de células a la que se quiere llegar.

V, = Volumen final al que se aforo.

Material bioldgico.

Se analizaron muestras de aspirado de médula 6sea y sangre periférica de 130
individuos: 111 pacientes mayores de 16 afios, quienes fueron diagnosticados de
acuerdo con los criterios del grupo FAB como LLA de novo; y 19 pacientes con
anemia megaloblastica (controles no oncohematoldgicos), a cada uno de los cuales
se les obtuvieron 5 mL de sangre periféricay 5 mL de médula ésea, ambas muestras
heparinizadas; todos ellos con consentimiento informado. Los niveles de expresion
para Bcl-2, CD243, Fas y caspasa-3 activada; fueron evaluados en 111 pacientes
con diagnostico de LLA y 19 controles; las concentraciones de citocinas para
angiogénesis y de respuesta Th1/Th2 fueron realizadas en plasma de médula ésea

de 48 pacientes y 19 controles.

Andlisis de citometria de flujo.

Todas las determinacion de los diferentes marcadores de superficie e intracelulares
en las células blasticas se realizaron por citometria de flujo utilizando un equipo
FACSCalibur de 4 colores (Becton-Dickinson, San José California).

Calibracién del equipo.

Se calibro el equipo utilizando perlas calibradoras y el programa “FACSComp” para
obtener las condiciones Optimas de éste en los voltajes de los tubos
fotomultiplicadores, compensacién de fluorescencias y sensibilidad. Para lograr esto
se coloc6 en el tubo 1: 1 mL de amortiguador de fosfatos mas una gota de perlas sin
teflir y una gota de perlas marcadas con APC; en el tubo 2: 3 mL de amortiguador
de fosfatos, una gota de perlas sin tefiir, una gota de perlas tefiidas con isotiocianato
de fluoresceina, una gota de perlas tefiidas con ficoeritrina, una gota de perlas

teflida con PerCP y una gota de perlas tefiidas con APC.
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Los voltajes promedio con los que se obtuvieron las condiciones Optimas del

citometro fueron las siguientes:

PARAMETRO DETECTOR AMPLIFICADOR UMBRAL COMPENSACION

FSC(tamafio) E 00 2.96 110
SSC(granularidad) 412 1.00

FL1 740 Log

FL 2 680 Log

FL 3 782 Log

FL4 722 Log

FL1 - %FL2 1.8
FL2 - %FL1 22.9
FL2 - %FL3 1,8
FL3 - %FL2 11,8
FL3 - %FL4 0,4
FL4 - %FL3 7,0

La corriente de los LASER fue de 6.24 amperios y un poder de los mismos de 14.55
mWatt.

Preparaciéon de las muestras para el andlisis.

Tincion:

En tubos Falcon se colocaron 10° células blasticas en 100 pL de amortiguador de
fosfatos, se adicionaron 20 ulL de anticuerpo marcado con isotiocianato de
fluoresceina, ficoeritrina, PerCP o APC; se mezcl6 e incub6 durante 20 minutos a 4
°C en la oscuridad, transcurrido el tiempo se adicioné 1 mL de solucion de lisis (1:
10) y se mezclé e incubd durante 10 minutos a 4 °C en la oscuridad; una vez
transcurrido el tiempo se centrifugd 300 X g durante 5 minutos, se decant0 y se
adicionaron 2 mL de amortiguador de fosfatos (PBS) y se resuspendio, se volvio a
centrifugar a 300 X g durante otros 5 minutos, transcurrido el tiempo se eliminé el
sobrenadante y a los tubos que iban a marcarse con anticuerpos intracelulares, se

les adiciond 200 uL de solucion permeabilizadora (1:10) e incub6 durante 10 minutos
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a 4 °C, posterior a esto, se les adicion6 2 mL de PBS, se centrifugé a 300 X g
durante 5 min, se decant6 y se les adicioné el anticuerpo intracelular de interés, se
incubdé durante 20 minutos a 4 °C en la oscuridad, transcurrido el tiempo se les
adicion6 2 mL de PBS, se centrifugaron nuevamente a 300 X g durante 5 minutos,
se decant6 y a todos los tubos se les adicion6 0.8 mL de amortiguador de fosfatos
mas 0.2 mL de paraformaldehido al 1 % en solucidn salina isotonica. Se resuspendio
en vortex a baja velocidad y finalmente con el tubo en esas condiciones se

adquirieron los datos.

Adquisicién de datos de los marcadores intra y extracelulares.
La adquisicion de los datos para marcadores extra e intracelulares se realizé con el

programa de “Cell Quest Pro” version 5.1.1.

Se adquirieron 50,000 eventos en toda la poblacion celular y con el tubo de control
de isotipo se selecciond la regién blastica con CD45°" ajustando primero la
autofluorescencia de las células, colocando los marcadores de los cuadrantes en
una gréfica de puntos en la escala logaritmica 10%, tanto para el eje de las abscisas
(FL1, isotiocianato de fluoresceina o FL3, PerCP) como para el eje de las ordenadas
(FL2, ficoeritrina 0 FL4, APC), colocando dicha autofluorescencia en el cuadrante
inferior izquierdo en un porcentaje minimo de 99.0 %.

Una vez fijados los marcadores de autofluorescencia, se procedié a adquirir las
suspensiones celulares de los demas tubos en donde ya habia células a las cuales
estaban unidos los anticuerpos monoclonales marcados con un fluorocromo
(isotiocianato de fluoresceina, ficoeritrina, PerCP, APC), respetandose tanto la

regiébn como la localizacién de los cuadrantes.

Analisis.

Se obtuvieron los resultados de dicha region para los diferentes marcadores
monoclonales en forma de porcentaje. Fue importante que la region de las células
seleccionadas mostrara porcentajes mayores del 20 % para antigenos

extracelulares, y mayores de 10 % para antigenos intracelulares de acuerdo con los
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criterios propuestos por el grupo EGIL. Todos los reactivos utilizados fueron de la

marca Becton Dickinson (San José CA. USA).

En el caso de la determinacién de caspasa-3 activada, antes de llevar a cabo la
tincion con el anticuerpo, primero se procedio a inducir la formacion de caspasa-3

activada con camptotecina.

Induccion de apoptosis con camptotecina.

Se preparé una solucion madre de camptotecina 1 mM (Sigma Chemical cat. No C-
9911) en dimetilsulféxido (DMSO Sigma Chemical). Se adicion6 la camptotecina de
4-6 uM por cada 4-5 X10°cels/mL (concentracion final). Se incubé de 4-6 horas a 37

°C. Se procedié a la tincion intracelular para la deteccion de la caspasa-3 activada

de acuerdo al procedimiento establecido por el fabricante (Johnson, y cols., 1997).

Determinacion de citocinas extracelulares por el método de CBA (Cytometric

Bead Array).

Método basado en un inmunoensayo en perla, capaz de detectar concentraciones
de pg/mL; para la determinacién de las proteinas solubles de nicho medular se utilizé
este método de acuerdo al procedimiento establecido por el fabricante; todos los
reactivos utilizados fueron de la marca Becton Dickinson (San José CA. EUA), y se
analizaron con el programa CBA. A partir de los plasmas de médula ésea
congelados a -73 °C. Las determinaciones que se realizaron fueron para: IL-2, IL-4,

IL-6, IL-10, TNF e IFN y y para angiogénesis: IL-8, bFGF, angiogenina y VEGF.

Procedimiento.

Para la preparacion de la curva estandar, se realizaron diluciones seriadas 1:2 con
solucién amortiguadora de la citocina de interés a partir de una solucion concentrada
de la misma. Se mezclaron 10 pL de suspension de perlas de cada citocina humana
a determinar, se centrifugd 200 X g durante 5 minutos y elimind el sobrenadante. Se
resuspendieron las perlas con amortiguador de fosfatos (misma cantidad que se

elimind), e incubd durante 30 minutos a temperatura ambiente y en la oscuridad. Se
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transfirieron 50 pL de perlas mezcladas a cada tubo de ensayo, y adicionaron 50 pL
de reactivo de deteccion. Posteriormente se adicionaron 50 puL de diluciones de
estandar y los sueros por analizar a los tubos correspondientes previamente
marcados. Se incub0d a temperatura ambiente durante 3 horas en la oscuridad. Se
lavaron todos los tubos con amortiguador de lavado, y se centrifugaron a 200 X g
durante 5 minutos y se eliminé el sobrenadante. Se adicionaron 300 pL de

amortiguador a cada tubo y se procedio al analisis de las muestras.

Adquisiciéon de las muestras.

Se utilizo el programa de CBA y un citométro de flujo FACSAria (BD San José CA,
USA), el cual se coloc6 en modo de adquisicion. En una de grafica de tamafio vs
granularidad en modo Log, se disminuyeron los voltajes de granularidad a 100, y
coloco el umbral de granularidad a 650. Se adquirieron todos los eventos utilizando

la plantilla creada en este programa para tal fin.

Analisis de las muestras.
Se siguieron las guias del usuario, se transfirieron los archivos FACS del
experimento, a la computadora con el programa CBA y se crearon dos nuevos

archivos que se etiguetaron: uno como estandares y otro como muestras.

Analisis estadistico.

Fue un estudio prospectivo observacional en donde se realizd comparacion de las
medianas de las proteinas en estudio entre el grupo de pacientes con el grupo
donador de médula 6sea no oncohematoldgica. Para este propésito se utilizé la
prueba de Kruskal-Wallis. Para evaluar el valor prondstico de cada marcador celular

se utilizé el modelo de regresion logistica.

Se evaluo la supervivencia libre de enfermedad (SLE) a partir del dia en que el
paciente logro la remision de la enfermedad, hasta el dia en que se presento la
recaida o muerte, y la supervivencia global (SG) a partir del diagnéstico de la
enfermedad hasta la fecha de muerte o Ultima evaluacion. Para este propdésito se

utilizo la curva de Kaplan y Meier y la comparacion entre dos o mas curvas se
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analizé por medio de la prueba de logaritmo de rangos. Para el analisis estadistico

de todos los resultados se utilizé el programa de SPSS version 15.0.

Médula 6sea(MO): Lamina. Morfologia: Wright
(LLA y Anemia megaloblastica)
CTQ: PAS, Peroxidasa.

Heparinizada (5mL)

— ™~

CN>4.f X10%/L Plasma MO. (LLA y A meg.)
INMUNOCITOFLUOROMETRIA
Células blasticas: tincién con CBA
Bcl-2 FITC TdT APC
CD243 (GpP) PE  MPO FITC \
CD34 PerCP CD5 PE Angiogénesis
CD20 APC CD3 APC IL-8, VEGF
CD10 FITC CD79a PerCP angiogenina
CD13 PE CD15 FITC bFGF.
CD19 PerCP CD14 PE |
CD95 FAS APC  CD117 APC Th1/Th2
CD7 FITC CD64 FITC IL-4, IL-6,
CD33 PE CD22 PE TNFa, IFNy

HLA-DR PerCP Caspasa 3 act. PE
Control de isotipo y FITC/y PE /y PerCP / y APC.

Anéalisis estadistico

Figura 4. Diagrama de trabajo para el estudio de las proteinas pro, antiapoptoticas y citocinas

de nicho medular en pacientes con LLA de novo.
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.  RESULTADOS.

Se analizaron 130 individuos, 111 pacientes y 19 médulas 6seas de pacientes con
anemia megaloblastica (control no oncohematoldgico). Al clasificarlos de acuerdo a
los criterios del grupo Franco Americano Britanico, 5 fueron del tipo LLA L1 y 106 del
tipo LLA L2. De los pacientes, 56 fueron hombres y 55 mujeres, de los testigos 8
hombres y 11 mujeres, la mediana de edad para pacientes fue 30.4 afios con un
intervalo de 16 a 73. En relacidn con los testigos la mediana de edad fue de 49 afos
con un intervalo de 26 a 74. Los resultados se resumen en la Tabla 1 y se
representan en la Figura 5. En ambas se muestra la mediana de edad del grupo de
estudio, distribuidos por inmunofenotipo de acuerdo a los criterios del grupo EGIL.
Llama la atencion que la LA bifenotipica se presentd en el grupo mas joven con una

mediana de edad de 23 anos.

Tabla 1. Distribucion de la poblacién estudiada por inmunofenotipo y mediana de edad.

Edad (afios)

Grupo No Porcentaje Mediana Rango de edad
LLA-B 56 43 35.5 16-69
LLA-B/ CD33+ 16 12 32 16-60
LLA-T 16 12 31 16-73
LA-bifenotipica 23 18 23 16-66
Grupo testigo 19 15 49 26-74
Total 130

20
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o B0
1% c
- 50
i
= 40
m
=
w204
210 1
1
= 56 16 16 23 19
B Absrrante T Bi#enotpica testgo
N=130 Tipo leucemia

Figura 5. Distribucion de la poblacion estudiada por edad e inmunofenotipo. El grafico muestra
la comparacion entre las medianas de edad (afios), los percentiles 25y 75 % y el rango de edad de
los diferentes grupos de estudio.
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En la caracterizacion de las muestras del grupo de estudio por inmunofenotipo se
obtuvieron los resultados que se resumen en la tabla No 1, donde se muestra que:
56 (43 %) de los casos fueron de LLA de estirpe B, siendo ésta la mas frecuente,
seguida por LA bifenotipica 23 (18 %), 16 (12 %) de LLA de estirpe T, 16 (12 %) de

LLA de estirpe B con un marcador mieloide aberrante y 19 (15 %) del grupo control.

La caracterizacion inmunofenotipica de las leucemias linfoides agudas de acuerdo
con los criterios propuestos por el grupo EGIL, en este grupo de pacientes, se
determinaron los antigenos HLADR, CD34, TdT, CD10, CD19, CD22; encontrando
gue los pacientes con LLA-B, mas un marcador mieloide aberrante, LA bifenotipica y
LLA-B presentaron niveles de expresibn mas altos para estos marcadores que el
grupo testigo y que el grupo de LLA-T; los resultados obtenidos se resumen en la
Tabla 2.

Tabla 2. Comparacion de las medianas de expresién de los marcadores HLADR, CD34, TdT,
CD10, CD19, CD22 con el grupo testigo y el valor de p.

Medianas de los marcadores

Grupo %HLADR %CD34 %TdT %CD10 %CD19 %CD22 P
LLA-B 76.5 55.7 20.0 12.2 45.2 55.5 <0.05
LLA- 85.6 70.8 23.1 40.0 34.6 29.8 <0.05
B/CD33+
LLA-T 29.4 4.4 1.4 0.4 3.3 5.8 >0.05
LA- 84.6 86.1 15.5 10.0 37.8 29.7 <0.05
Bifenotipica
Testigo 24.3 2.5 0.6 0.5 5.8 5.2

En la Tabla 2 se muestra que el HLADR se expresa en mayor porcentaje en LLA-B

con un marcador aberrante CD33", LA bifenotipica y LLA-B; y en menor porcentaje
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en LLA-T. La misma relacion se presentd para CD34, TdT, CD10, CD19 y CD22,
obteniendo diferencias significativas para todos los grupos, con relacién al grupo

testigo, excepto para LLA-T.

El marcador mieloide que se presentd en las LLA-B fue CD33, y en las LA
bifenotipicas fueron CD13 y CD33; presentandose como doble positivo la expresion

de CD10/CD13, como se muestra en la Figura 6.

N=130
A) B)

100

%iia%i ) -

M= 58 18 18 22 19

] Aperrante T Bfencipca  festig

CD13 %
CD33%
&

N= ] 18 18 23 19

B AT A B enotlca k==

r
mediana 55 6.6 2.8 43.2 20.4 *p<0.001 mediana 2.2 34.8 3.0 278 16.6 *p<0.001

Figura 6. Comparacion de las medianas de los niveles de expresién de CD13 y CD33 en la
poblacion estudiada. . El grafico muestra la comparacién entre las medianas de A) CD13 (en
porcentaje), y B) CD33, los percentiles 25 y 75 % y el rango de expresion de dichos marcadores
(porcentajes) para los diferentes grupos de estudio.

La expresion de proteinas de apoptosis y antiapoptosis, se encontrd elevada para
Bcl-2, disminuidos para Fas y Caspasa-3 activada en los grupos de LLA-B, LLA-B
con marcador mieloide aberrante y LA bifenotipica, respecto al grupo testigo
(p<0.05) y de LLA-T; los resultados se resumen en la Tabla 3 y se muestran en la

Figura 7.
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Tabla 3. Comparacion de las medianas de expresion de las proteinas Bcl-2, Fas, CD243,
caspasa-3 activada contra el grupo testigo y valores de p.

Medianas de los marcadores

Grupo %Bcl-2 %CD95Fas %CD243 %Casp3a P
LLA-B 49.7 30.2 0.4 14.7 <0.05
LLA-B/CD33+ 47.8 30.0 0.9 14.4 <0.05
LLA-T 22.0 60.4 0.6 19.2 >0.05
LA-Bifenotipica  39.1 39.1 0.7 15.8 <0.05
Testigo 3.7 86.4 0.4 40.6
N=130
A) B)
120 120
100 100
=
i a0 i g i g 60 i
D 40 40
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20 20
-0 =20
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1
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Figura 7. Comparacion de las medianas de los niveles de expresion para: Bcl-2, Fas, CD243,
caspasa-3 activada, e imagenes de citometria para éstas proteinas, en la poblaciéon estudiada.
Los gréficos A, B, C y D, muestran la comparacion entre las medianas, los percentiles 25 y 75 %, asi
como el rango de expresion (en porcentaje) para: Bcl-2, Fas, CD243 y caspasa-3 activada
respectivamente, en los diferentes grupos de estudio. En E, F y G, se muestran imagenes de puntos
de citometria de flujo obtenidas para: tamafio vs granularidad; Bcl-2 vs CD34+; CD19 vs Fas
respectivamente. En H e | se muestran los histogramas de la expresion para caspasa-3 activada de
células control como para células blasticas de los pacientes con LLA de novo respectivamente.

Desde que se inicio el protocolo se realizé el seguimiento de los pacientes, por lo
gue con los resultados obtenidos y el seguimiento, se realizaron las curvas de
supervivencia de Kaplan y Meier, por diagnostico: LLA-B, LLA-B con CD33+, LLA-T,
LA-bifenotipica, y el grupo de LLA-B con CD33+ mas LA-bifenotipica, encontrando
gque presentan mejor pronostico y supervivencia libre de enfermedad los pacientes
con LLA de estirpe T que el resto de los grupos, ya que este grupo de pacientes
presenta una mediana para SLE de 207 dias (P<0.01), no observandose lo mismo

en la supervivencia global (SG) (P=0.1), dado que en esta ultima todos los grupos de
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estudio presentan SG mayores a 210 dias y menores a 275; como se muestra en la

Tabla 4y Figura 8.

Tabla 4. Comparacion de las medianas de supervivencia global (SG) y supervivencia libre de
enfermedad (SLE); valores de p del grupo de pacientes estudiados.

Grupo SG mediana (dias)

LLA-B 275
LLA-B/CD33+ 224

LLA-T 254
LA-Bifenotipica 210
LA Aber+bifen 243
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Figura 8. Supervivencia global y supervivencia libre de enfermedad del grupo de pacientes
estudiados, distribuidos por diagndstico definitivo. En A y D se muestra supervivencia global y
libre de enfermedad de todo el grupo de pacientes; en B y E comparacién de las curvas de
supervivencia global y libre de enfermedad por tipo de leucemia respectivamente; y C y F
comparacion de las curvas de supervivencia global y libre de enfermedad, cuando se unen los grupos
de LLA con un marcador mieloide aberrante con LA-bifenotipica del grupo de pacientes con LLA de
novo. B, C, E y F muestran ademas que las LLA-T son las que presentaron mejor prondstico y mayor
supervivencia global y libre de enfermedad.

Se relacion6 la SLE de cada uno de los grupos de acuerdo con la expresion de las
proteinas Bcl-2, Fas, CD243 y caspasa-3 activada en las células blasticas de
pacientes con LLA de novo para lo cual se tomaron en consideraciéon como valores
de corte, solamente aquellos que estuvieron por arriba de la mediana, obteniendo
nuevamente mejor prondstico para los pacientes del grupo de LLA-T; se observo
que la diferencia en la SLE para LLA-T con respecto al resto de los grupos, fue
significativa: para Bcl-2 (P<0.008), para Fas (P<0.009), CD243 (P<0.01) y para

caspasa-3 activada (p<0.02), como se resume en Tabla 5y Figura 9.
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Tabla 5. Comparacién de las medianas de las curvas de supervivencia libre de enfermedad de
los pacientes con LLA de novo distribuidos por diagndstico definitivo y proteina en estudio.

Grupo de Mediana de Mediana de Mediana de Mediana de
estudio expresion / expresion /valor expresion /valor expresién /valor
valor de P (Bcl- de P (CD95Fas de P (CD243 de P (Casp-3
2 alto) alto) alto) act.alto)
LLA-B 49.7 / (0.008) 30.2/(0.009) 0.4/(0.01) 14.7 /1 (0.02)
LLA-B/CD33+ 47.8/(0.008) 30.0/(0.009) 0.9/(0.01) 14.4/(0.02)
LLA-T 22.0/(0.008) 60.4 / (0.009) 0.6/(0.01) 19.2/(0.02)
LA-Bifenotipica  39.1/(0.008) 39.1/(0.009) 0.7/(0.01) 15.8 /(0.02)
N=111
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Figura 9. Comparacion de las medianas de las curvas de supervivencia libre de enfermedad de
los pacientes con LLA de novo, de acuerdo a la proteina y al grupo de pacientes estudiados.
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Se determinaron los niveles de expresién de las proteinas Bcl-2, Fas, CD243 y caspasa-3 activada en
las células blasticas de pacientes con LLA de novo por citometria de flujo. Se obtuvieron las medianas

de las proteinas y con aquellos valores que estuvieron por arriba de estas, se construyeron las curvas
de Kaplan y Meier para determinar el pronéstico en el grupo de pacientes estudiados. Se presentan
los resultados de: A) Bcl-2 (P<0.008), B) Fas (P<0.009), C) CD243 (P<0.01) y para D) caspasa-3
activada (p<0.02).

Se determinaron los niveles de concentracion de las citocinas IFNy y TNFo por
citometria de flujo en el plasma de médula 6sea de 67 pacientes (29 de LLA-B, 5 de
LLA-B con marcador mieloide aberrante, 8 de LLA-T, 9 de LA bifenotipica, y 16 testigos). En
relacion con la determinacién del IFNy en el nicho medular, se observo que éste se
encontro disminuido aunque no de manera significativa con respecto al grupo control
(P=0.156) en todos los grupos de leucemia, siendo los mas bajos para la LLA-T; de
igual manera para las concentraciones del factor de necrosis tumoral (TNFo)
(P=0.34) aunque la concentracibn mas baja se observa en el grupo testigo; los
resultados de estos analisis distribuidos por diagndstico se presentan en la Figura
10.
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Figura 10. Comparacién de las concentraciones de IFNy y TNFa en plasma de médula 6sea de
pacientes con diagnéstico de LLA de novo contra el grupo testigo. En A) se muestra la
comparacion de los valores de las medianas, percentiles 25 y 75 % de IFNy del grupo de pacientes
con LLA de novo, los cuales estan discretamente disminuidos respecto al control (P=0.156), siendo

los mas bajos para LLA-T. En B) la comparacion de las medianas de los niveles de TNFa,
ligeramente mas altos que la poblacién control (P=0.34).

Con respecto a las citocinas que intervienen en la respuesta Th2 en el nicho
medular, se determinaron los niveles de las citocinas A) IL-4 y B) IL-6 por citometria

de flujo en el plasma de médula 6sea de 67 pacientes (29 de LLA-B, 5 de LLA-B con
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marcador mieloide aberrante, 8 de LLA-T, 9 de LA bifenotipica, y 16 testigos), se
observé que las concentraciones de IL-4 se encontraron disminuidas con respecto al
grupo control (P=0.05); siendo las mas bajas para LLA-T, mientras que para IL-6,
ésta se encontré significativamente mas elevada en los pacientes respecto al grupo
control (P=0.003), obteniéndose mas alta en el grupo de LLA-B con un marcador

mieloide aberrante, los resultados se muestra en la Figura 11.
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Figura 11. Comparacién de las concentraciones de IL-4 e IL-6 en plasma de médula 6sea de
pacientes con diagnéstico de LLA de novo contra el grupo testigo. En A) se muestra la
comparacion de los valores de mediana de IL-4 de los pacientes en estudio contra el grupo testigo, en
donde los valores del grupo de pacientes se observa disminuido de manera significativa, respecto al
grupo control (P=0.05). En B) se muestra la comparacién de las medianas de los niveles de IL-6 del
grupo de pacientes en estudio contra el grupo testigo, en donde se observé que fueron
significativamente mas elevados en los grupos de estudio que en el testigo (P=0.003).

Las citocinas que intervienen en la angiogénesis, se determinaron en el nicho
medular de 67 pacientes (29 de LLA-B, 5 de LLA-B con marcador mieloide
aberrante, 8 de LLA-T, 9 de LA bifenotipica, y 16 testigos). La concentracion del
factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGF) se encontré ligeramente
aumentada aun sin ser significativa, con respecto al grupo control (P=0.49); por otro
lado, la concentracion del factor de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF), se
encontro elevada en el grupo de LA-bifenotipica, con la mediana de cero en el resto
de los grupos, incluyendo al grupo testigo (P=0.004). Los resultados distribuidos por
grupo de leucemia se muestran en la Figura 12; al determinar la concentracion de

angiogenina, ésta se encontrd por arriba de los valores de la mediana del grupo
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testigo, sin ser significativa (P=0.08), siendo mas elevada para el grupo de LLA-B
con marcador mieloide aberrante. En relacién con la IL-8, la cual participa también
en este proceso, se observd un incremento importante en los grupos de LLA con
respecto al testigo (P<0.001), obteniendo el valor més elevado para el grupo de LLA-

T. Los resultados se resumen en la Figura 12.
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Figura 12. Comparaciones de los niveles de concentracién de las citocinas VEGF, bFGF,
angiogenina e IL-8. Se muestran las comparaciones de las medianas de A) VEGF, B) bFGF, C)
angiogenina y D) IL-8 en el plasma de médula 6sea del grupo de pacientes en estudio contra el grupo
control. Se muestran los valores de mediana, los percentiles 25 y 75 % del grupo de pacientes con
LLA de novo y del grupo testigo. En A) los niveles de expresion de VEGF no muestran diferencia
significativa respecto al grupo testigo (P=0.495); en B) el valor de las medianas difiere
significativamente respecto al grupo testigo para la expresion de bFGF Unicamente en el grupo de LA-
bifenotipica (P=0.004); con respecto a los niveles de angiogenina en C), se muestra que éstos, solo
tienden a encontrarse elevados respecto al grupo testigo (P=0.08); y en D) las medianas de los
niveles de expresion de IL-8, fueron méas altas en los grupos de estudios respecto al testigo
(P<0.001).
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IV. DISCUSION

El bloqueo del proceso de apoptosis en las células progenitoras normales o la
desregulacion de su ciclo celular, puede resultar en una proliferacién incontrolada y
contribuir al desarrollo de la leucemia. Las células tumorales poseen mecanismos de
evasion de la apoptosis inhibiendo tanto la via intrinseca como la extrinseca de este
proceso (Hugh, y cols., 2003; Delia, y cols., 1992).

En este trabajo se estudid la presencia o ausencia de las proteinas involucradas en
ambas vias de la apoptosis como: Fas, Bcl-2 y la presencia de la caspasa-3 activada
en 111 pacientes adultos, mayores de 16 afos, con leucemia linfoblastica aguda de
novo (LLA); de los que al clasificarlos de acuerdo a los criterios del grupo Franco
Americano Britanico, 5 fueron del tipo LLA L1y 106 del tipo LLA L2 y no se encontrd
predominio de la enfermedad por género. La mediana de edad para la poblacion
adulta en estudio, fue de 30.4 afios con un intervalo de 16 a 73; la edad promedio de
presentacion de este padecimiento obtenida por Jaffe, y cols., (2001) en adultos fue
de 20 afios, observandose, al igual que en este trabajo, que dicha enfermedad

afecta a poblacién muy joven y en edad productiva.

La expresion de los diferentes antigenos de linea celular en los pacientes, ayudé a la
clasificacion de la enfermedad utilizando los antigenos HLADR, CD34, TdT, CD10,
CD19, CD22. Los resultados alojaron 4 Grupos, a saber: LLA-B mas un marcador
aberrante, LA bifenotipica y LLA-B, todos ellos presentaron niveles de expresion mas
altos que el grupo testigo y el grupo LLA-T, lo cual esta acorde con los estudios
realizados por el grupo europeo para la inmunotipificacion de las leucemias (EGIL)
(Bene, y cols., 1995).

Con respecto al marcador mieloide aberrante que se presento en las LLA-B, este fue
el CD33; y en las LA bifenotipicas fueron CD13 y CD33, expresandose
simultaneamente en las células leucémicas dos marcadores de diferente linea
celular, lo que se conoce como doble positivo para la expresion de CD10/CD13 en

estas Ultimas. En relacibn con la expresion de proteinas apoptoticas vy
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antiapoptoticas de los grupos de LLA-B, LLA-B con marcador mieloide aberrante, LA
bifenotipica; respecto a los grupos testigo y de LLA-T, se encontré expresion
aumentada para Bcl-2 (p<0.05), al igual que en los estudios realizados por otros
autores en células de linfoma folicular humano (Tsujimoto, y cols., 1985);
disminucién de CD95, como se ha obtenido en el trabajo realizado por Gerzuk, y
cols., (1998) en sindromes mielodisplasicos; y disminucion en los niveles de
caspasa-3 activada; como se ha observado en los estudios realizados por Svingen, y
cols., (2000); en donde el nivel disminuido de procaspasa-3 se utiliz6 como marcador
de mal prondstico. Cuando se analizaron las curvas de supervivencia de Kaplan y
Meier simultaneamente, por subgrupos de LLA, se encontré que presentd mejor
prondstico la LLA de estirpe T que el resto de los grupos (p<0.05), asimismo,
también se determind el prondstico del padecimiento respecto a la supervivencia
libre de enfermedad tomando en consideracion el nivel de expresion obtenido por
arriba de la mediana de Bcl-2, Fas, CD243 y caspasa-3 activada, obteniendo
nuevamente que el grupo con mejor pronéstico fue el de LLA-T (p<0.02), no siendo

asi para los otros grupos (tabla 5 y figura 9).

Al respecto, existen estudios sobre Bcl-2 en poblacién adulta para sindromes
mielodisplasicos (Jane, y cols., 2000), LMA (Kornblau, y cols., 1999; Campos, Yy
cols., 1993; Campos, y cols., 1994), y enfermedades neurodegenerativas
(Friedlander, 2003) pero son escasos los estudios en pacientes adultos con LLA,
aunque se han realizado algunos en poblacién infantil (Coustan-Smith, y cols.,
1996).

Nosotros encontramos niveles elevados de Bcl-2 que es el resultado de la
traslocacion t(14;18) en el gen de Bcl-2, la cual ocurre en el 80 a 90 % de los
linfomas de células B (Reed, 2005), en nuestro caso se encontré6 mas elevada en
todas las LLA de estirpe B. Al estar elevada la proteina Bcl-2, esta impide que se
libere el citocromo ¢ y por consiguiente, no se activa la via de las caspasas (Via
intrinseca); asimismo, se encontrd una disminucién significativa de Fas que activa a
las procaspasas 8,10 y finalmente a la 3, lo que indica que tampoco se activa la via

extrinseca de muerte, ademas, también se obtuvo una disminucién significativa de
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caspasa-3 activada, por lo que nuestros resultados indican que las células blasticas
de las leucemias de estirpe B evaden tanto la via intrinseca como la extrinseca de la
apoptosis. Aunado a esto, ademas, dichas células sobreexpresan la proteina de
multirresistencia a drogas (MDR o glicoproteina P); lo que finalmente se asoci6 con
un mal prondstico para el paciente debido a la pobre o escasa respuesta al
tratamiento quimioterapéutico, todo ello al no poder inducirse la muerte en las
células neoplasicas (figuras 7 y 9). En el grupo de LLA-T se presentaron niveles de
expresion de las proteinas proapoptéticas CD95, caspasa-3 activada, asi como la
antiapoptotica Bcl-2, en concentraciones muy semejantes a las del grupo testigo, lo
gue indica que la induccion de la apoptosis por estas vias no se encuentra alterada
en dichas células, por lo cual los pacientes con esta variedad de leucemia linfoide
presentan mejor prondéstico que en aquellos con diagnéstico de LLA-B. El grupo de
pacientes estudiados, presentaron una mediana de supervivencia global y libre de
enfermedad de 281 y 180 dias respectivamente, resultados que estan acordes con
los obtenidos por Faderl, y cols., (1999) y los de Prokop, y cols., (2000), en estudios
realizados donde determinaron Bcl-2 y caspasa-3 en poblacién infantil; y asocian la
recaida de los nifios con LLA con una disminucion de la relacion Bax/Bcl-2 y a la
pérdida espontdnea de caspasa-3 in vivo.

La glicoproteina P ha sido ampliamente estudiada, se localiza en la membrana
plasmatica, sus funciones son como bomba de flujo ATP dependiente. Existen
trabajos realizados en pacientes con leucemia mieloide aguda (Holmes, y cols.,
1994), en diferentes estadios de la enfermedad vy distintos regimenes de
quimioterapia, en donde solo el 45 % de los pacientes con expresion de
glicoproteina llevaron a cabo la remisién completa, mientras que el 81 % de los
casos con glicoproteina p negativo la obtuvieron. Estudios realizados por Nooter y
cols., (1995), sobre la expresion del RNAm para glicoproteina P, encontraron que
esta estaba significativamente elevada en el 84 % de los pacientes con leucemia
linfocitica cronica y en el 30 % con leucemia mieloide aguda; en la mayoria de los
pacientes con leucemia linfoblastica aguda, leucemia mieloide crénica, mieloma
multiple, leucemia de células peludas y linfoma no Hodgkin se encontré que tenian

niveles bajos de expresion de este RNAm, resultados que estan acorde con los
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obtenidos en este trabajo respecto a que también obtuvimos niveles bajos de

expresion para esta proteina.

Al determinar las citocinas que participan en la respuesta Th1-Th2 en el plasma de la

médula 6sea, se encontré un aumento en la concentracion de IL-6 y disminucién de

IL-4 e interferon gamma (IFNy), comparados con el grupo control. En estudios

realizados in vitro, el IFNy ha demostrado un fuerte efecto inhibitorio sobre los
progenitores hematopoyéticos mas comprometidos a la diferenciacion de las células
tallo, a través de la activacion de vias apoptoticas (Zeng, y cols., 2006); asimismo,

en estudios realizados en pacientes con anemia aplasica, se ha encontrado que el
IFNY y el factor de necrosis tumoral (TNF), suministrados en dosis elevadas, reducen

la cantidad de células progenitoras hematopoyéticas in vitro, debido a que estas

citocinas inducen la apoptosis de las células CD34+ a través de la via independiente
de Fas (Maciejewski, y cols., 1995). Por otro lado, Zhang y cols., (2000) demuestran
qgue los nifios con LLA, presentaron niveles significativamente mas bajos de células
Thl productoras de IFNy y altos de células Th2 productoras de IL-4, sugiriéndose,

que la expresion alterada de dichas citocinas, juega un papel importante en el

desarrollo de la leucemia.

En el presente estudio se encontré un aumento significativo de IL-6, disminucion
discreta no significativa para IFNy en el grupo de LLA, aunque la concentracion mas
baja fue para el grupo de LLA-T, mientras que los niveles de IL-4 estuvieron
significativamente mas bajos que el grupo control. Los niveles bajos de IFNy indican
gue no hay una cantidad suficiente de esta citocina para activar la via independiente
de Fas y llevar a la célula neoplasica a apoptosis. Esto se corrobora a través del
incremento significativo de Bcl-2 y la disminucion de la caspasa-3 activada.
Asimismo, Lottem y Sachs, (1999) reportaron niveles significativamente disminuidos
de IL-4; en pacientes con LLA, ya que la IL-4, es un inhibidor de la multiplicacion
celular, por tanto sugieren que dicha interleucina participa induciendo la apoptosis,
por consiguiente, al encontrarse disminuida en el nicho medular, no hay suficiente
cantidad para inducir la apoptosis de las células malignas y estas continlan
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proliferando. Los niveles significativamente elevados de IL-6 reportados en este
estudio pueden tener actividades hematopoyéticas, ya que esta estimula a las
células progenitoras tempranas e induce al linfocito B para producir
inmunoglobulinas (Hirano, y cols., 1986). También se ha descrito que en mieloma,
es esencial para la proliferacion y diferenciacion de los plasmablastos ya que evita la
apoptosis inducida por Fas al inhibir la via de JNK/SAPK (Xu, y cols., 1998;
Chauhan, y cols., 1997).

En cuanto a la determinacién de los marcadores de angiogénesis, se encontré que
las concentraciones de VEGF estuvieron ligeramente aumentadas sin ser
significativas, las del bFGF se encontraron elevadas en el grupo de LA bifenotipica y
no se detecto en el resto de los grupos. La concentracion de angiogenina se obtuvo
ligeramente elevada, siendo mayor en el grupo de LLA-B con un marcador mieloide
aberrante; mientras que la IL-8 se encontré significativamente incrementada en

todos los grupos, con el valor mas alto para la LLA-T.

La células hematopoyéticas y no hematopoyéticas secretan factores angiogénicos,
ademas, se ha descrito que el VEGF esta involucrado en la supervivencia o
proliferacion de la célula progenitora leucémica (Schuch y cols., 2002). La
sefalizacion a través del receptor 3 de VEGF la cual une a la isoforma VEGF-C,
promueve la proliferacién, supervivencia y resistencia a la quimioterapia en células

de leucemia aguda (Diaz S. y cols., 2002).

El bFGF, es un factor angiogénico y mitogénico de multiples tipos celulares con una
funcién importante en la diferenciacion celular. En médula 6sea se secreta por las
células del estroma y es un potente mitdgeno para dichas células. EI bFGF
incrementa la actividad estimulante de colonias de IL-3 y el GM-CFS en las células
CD34+ CD33-, in vitro (Gabbianelly, y cols., 1990); se ha informado que este factor
sobrerregula el receptor 2 de VEGF en aves, el cual puede ser un mecanismo por el
qgue las células mesodérmicas responden a VEGF e inicien la vasculogénesis

(Bussolin, y cols., 1996).
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En estudios realizados por Holash y Wiegand (1999), encontraron que las células
tumorales producen angiogenina; en el presente trabajo, el incremento no fue
significativo; sin embargo, ponen de manifiesto que dichas células estan
produciendo VEGF y angiogenina, ambos, factores muy importantes para que las
células tumorales generen microvasculatura para proveerse de nutrientes. Holash y
Maisonpierre (1999), encontraron que la expresion de angiogenina mas la presencia
de niveles elevados de VEGF en tejidos tumorales, facilitan el proceso de
angiogénesis tumoral. En nuestro estudio también encontramos un aumento
significativo en los niveles de bFGF solo en LA-bifenotipica y nulos en los otros
grupos de LLA estudiados; resultados que concuerdan con lo obtenido por Faderl, y
cols., (2005), en LLA del adulto de reciente diagnéstico, en donde los niveles
elevados de VEGF y bFGF fueron predictivos de una supervivencia larga; aunque en
nuestro caso no hemos correlacionado los niveles de estas citocinas de
angiogénesis con la SLE y SG. En estudios realizados por Pérez-Atayde (1997), en
40 niflos con LLA en donde se analizé el papel de los factores angiogénicos, se
demostré un aumento significativo de la densidad de la microvasculatura en la
médula 6sea de los nifios con LLA, en comparacion con la médula 6sea control,
obteniendo niveles elevados de VEGF y bFGF en los pacientes en remision. En el
presente estudio se encontrd elevado el VEGF solamente en la LA bifenotipica y no
se detecto en el resto de los grupos de LLA. Yogendra (2004), propone que VEGF
interactia con los receptores presentes en la superficie de la célula tumoral y
adicionalmente, permite la migracién de la célula endotelial, su proliferacién y por

consiguiente, la permeabilidad vascular.

Otra citocina de la que no se ha establecido su papel en la angiogénesis normal,
pero que es importante en la angiogénesis tumoral, es la IL-8 (Yuan y cols., 2000).
La IL-8 es sintetizada por neutrofilos, monocitos, células cebadas vy fibroblastos. La
produccion de IL-8 es inducida por estimulacion con citocinas inflamatorias como
TNFa, IL-1, IL-3, GM-CSF. La IL se almacena en los cuerpos de Weibel-palade de
las células endoteliales de la microvasculatura (Utgaard, y cols., 1998), y regula la

expresion de LFA-1 y media la liberacibn de metoloproteinas como elastasa,
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gelatinasa B y B-glucuronidasa por los neutrofilos (Fibbe, y cols., 2000; Fibbe, y
cols., 1999).

Estudios realizados por Luca, y cols. (1997), encontraron que los niveles elevados
de IL-8 en el tejido tumoral, estimula la produccién de metaloproteinasa de matriz 2
(MMP-2), la cual degrada la membrana basal, remodela la matriz extracelular y
facilita la angiogénesis tumoral. En este trabajo, la IL-8 se encontré
significativamente aumentada en todos los grupos de pacientes con LLA. A este
respecto, Faderl, y cols., 2005, encontraron que los niveles elevados de IL-8 se
asociaron con una SG corta. En nuestro caso, no se ha realizado el andlisis para
correlacionar los niveles de IL-8 con la SLE y la SG; sin embargo, tomando en
consideracion gque los niveles obtenidos de IL-8 fueron elevados, este resultado esta
acorde con el hecho de que la SG y la SLE en nuestros grupos de estudio estuvieron

disminuidos.

Con base en los resultados obtenidos, queda claro que las células tumorales de la
LLA-B y sus diferentes subgrupos, tienen alteradas las vias de apoptosis, lo cual les
permite sobrevivir. Asi mismo, los agentes inductores del proceso de muerte como el

IFNy también estan disminuidos y por consiguiente tampoco hay estimulo de muerte.

Por otro lado, tomando en consideraciéon que la angiogénesis tumoral es el resultado
del balance entre los estimuladores e inhibidores de este proceso, varios inhibidores
enddgenos de dicha angiogénesis ya han sido caracterizados, como el IFNy y la IL-
4, que en nuestro estudio, ambos estuvieron disminuidos en los pacientes con LLA
respecto al grupo control, lo implica que no realizan su funcién inhibidora y por
consiguiente, se estimula la angiogénesis. Asi mismo, los niveles elevados de IL-8
secretados por el tejido tumoral también van a activar la angiogénesis, y por lo tanto,
su proliferacion. Finalmente, las células neoplasicas de la LLA, particularmente las
de los subgrupos de estirpe B, tienen un comportamiento biolégico diferente, sin
embargo, los pacientes con esta patologia, presentan en comun una pobre repuesta

al tratamiento y una supervivencia corta.
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CONCLUSIONES

. Los niveles de expresion de Bcl-2, Fas y caspasa-3 activada en las células
blasticas de los pacientes con LLA, indican que dichas células presentan

inhibicion de la apoptosis tanto por la via intrinseca como por la extrinseca.

. Los niveles elevados de Bcl-2 y disminuidos de caspasa-3 activada y Fas,
fueron factores prondsticos predictivos de una supervivencia global y

supervivencia libre de enfermedad corta.
. Respecto a la respuesta Th1/Th2, los niveles disminuidos de IFNy e IL-4 y
altos de IL-6 en el nicho medular de pacientes con LLA, ratifican la inhibicion

de la apoptosis.

. En relacién con las citocinas de angiogénesis, se encontraron incrementadas

VEGF, bFGF, angiogenina e IL-8, en los pacientes con LLA.
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