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ARTICULOS DE REVISION

Nuevos conceptos en la biologia de la leucemia
mieloide aguda

Juan José Montesinos,* Héctor Mayani*

Recepcion version modificada 03 de agosto del 2001; aceptacion 12 de octubre del 2001

Resumen

Durante los Ultimos 20 afios, diversos conceptos
acerca de la biologia de la leucemia mieloide aguda
(LMA) hancambiadoenformasustancial. Loanterior se
debe, en gran medida, a avances significativos en la
identificacion, purificacion y caracterizacion de las
células hematopoyéticas primitivas -incluyendo a las
células seminalesy progenitoras- en las que se origina
esta enfermedad. En el presente articulo, presentamos
un panorama actual acerca de estos nuevos conceptosy
su relevancia en el tratamiento de la LMA.

Palabras clave: Biologia celular, células seminales,
hematopoyesis, leucemia mieloide, progenitores.

Introduccién

La leucemia mieloide aguda (LMA) es una neo-
plasia hematolégica que se caracteriza por un
incremento en el nimero de células mieloides en la
médula 6sea, acompafnado de un bloqueo en su
maduracion, lo que ocasiona la acumulacién exce-
siva de blastos. De hecho, la presencia de >30% de
blastos en médula 6sea es un criterio necesario
para el diagnostico definitivo de esta enfermedad.
Frecuentemente los pacientes con LMA presentan
insuficiencia hematopoyética (granulocitopenia,
trombocitopenia o anemia), con o sin leucocitosis.!

Durante las Ultimas décadas, la incidencia de
LMA se ha incrementado considerablemente en
los paises desarrollados y en algunos paises en
vias de desarrollo. En los Estados Unidos, por

Summary

During thelast 20 years, several conceptsregarding
the biology of acute myeloid leukemia (AML) have
changedinaprofound manner. Thishasbeen mainlydue
to significant advancesintheidentification, purification
and characterization of theprimitivehematopoieticcells
-including stem and progenitor cells- in which this
disorder originates. In the present review article, we
discuss some of these new concepts and their relevance
in the treatment of AML.

Key words: Cell biology, stem cell, hematopoiesis,
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ejemplo, la incidencia anual de esta patologia es
de 2.4 casos por 10°habitantes y dicha incidencia
se incrementa progresivamente con la edad, de tal
suerte que en adultos mayores de 65 afios es de
12.6 casos por 10° habitantes.? En México los
datos son escasos, sin embargo, existen eviden-
cias de que el numero de pacientes con esta
enfermedad se ha incrementado en forma signifi-
cativa. Tan solo en 1998, se reportaron mas de
600 casos nuevos.?

La LMA es una enfermedad fatal. En los afios
70 la sobrevida a 5 afios en este tipo de pacientes
eradel 15%. Actualmente, y gracias alos avances
en su diagnostico y tratamiento, el periodo de
sobrevida a 5 afios se ha incrementado signi-
ficativamente, sin embargo contintia siendo bajo
(apenas del 40%).

* L aboratorio de Hematopoyesis, Unidad de Investigacién Médica en Enfermedades Oncolégicas, Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS.
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Siglo XXI, IMSS. Av. Cuauhtémoc 330, Col. Doctores México, D.F. 06720 Tel. 5627 6959; Fax 5761 0952 e-mail.: hmayaniv@conacyt.mx
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Clinicamente, la LMA es una enfermedad hete-
rogénea que comprende una gran variedad de
subtipos* (Cuadro 1). Lo anterior es, sin duda,
resultado de la extraordinaria complejidad en su
biologia. Sabemos que se trata de un trastorno
clonal, originado por la transformacion de una célu-
la hematopoyética inmadura. El inicio y la progre-
sion de dicha transformacién involucran una serie
de cambios moleculares y celulares, que traen
consigo alteraciones a distintos niveles del sistema
hematopoyético, dando como resultado un cuadro
patolégico complejo y severo.

Durante los ultimos afios, y como resultado de
estudios experimentales mas completos, tanto a
nivel celular como molecular, varios conceptos
relacionados con la biologia de la LMA han cam-
biado en forma significativa. De hecho, la vision
global que actualmente se tiene sobre esta enfer-
medad es distinta ala que se tenia hace un par de
décadas. En el presente articulo, pretendemos
revisar y discutir algunos de esos conceptos,
poniendo especial énfasis en aquellos enfocados
a la biologia de las células hematopoyéticas
primitivas.

Principios basicos de la hematopoyesis

Todas las células presentes en la sangre se
derivan de una pequefia poblacién de células semi-
nales hematopoyeéticas, las cuales se localizan en
la médula 6sea (MO). Las células seminales origi-
nan células progenitoras que proliferan y maduran
hacia los diferentes linajes sanguineos, mediante
un proceso denominado hematopoyesis. Debido a
gue las células maduras presentes en sangre peri-
férica tienen una vida limitada, es necesaria su
constante produccion y para ello el sistema hema-
topoyético es capaz de regular, mediante mecanis-
mos muy complejos, los procesos de expansion,
comprometimiento, proliferacién y sobrevivencia
de las células Hematopoyéticas.®

La médula 6sea es el 6érgano en el que tiene
lugar la hematopoyesis.® Para que se lleve a cabo
la hematopoyesis, la médula ésea cuenta con una
red de células estromales (fibroblastos, macrofa-
gos, células endoteliales y adipocitos) y células
accesorias (monocitos y linfocitos), ademas de
citocinas y proteinas de matriz extracelular produ-
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cidas por dichos componentes celulares. En con-
junto estos elementos conforman lo que se deno-
mina como microambiente hematopoyético, en el
cual las células hematopoyéticas son capaces de
proliferar y diferenciarse hacia los distintos linajes
sanguineos, mediante el contacto directo con las
células estromales o porinfluencia de las citocinas
presentes en dicho microambiente.” Dentro de las
citocinas producidas por las células del microam-
biente, existen algunas que actian predominante-
mente como estimuladoras de la hematpoyesis;
otras, en cambio, actian como inhibidores. En
condiciones normales, existe un balance entre las
citocinas estimuladoras e inhibidoras, lo que da
como resultado la produccién controlada de célu-
las sanguineas.

Las células que forman el sistema hemato-
poyético se pueden agrupar en cuatro comparti-
mientos: El primero de ellos corresponde a las
células seminales (CSH), con capacidad de auto-
rrenovacion y de dar origen a todas las células de
la sangre durante la vida del individuo;®® éstas
constituyen el 0.005% del total de células en la
médula ésea. El segundo compartimiento corres-
ponde a las células progenitoras (CPH), incapaces
de autorrenovarse y con caracteristicas de pluripo-
tencialidad, bipotencialidad y monopotencialidad;*°
en conjunto, las CPH constituyen el 0.15% de las
células de lamédula 6sea. Eltercer compartimiento
comprende a las células precursoras reconocibles
por su morfologiay que corresponden a >99.5% de
las células presentes en la médula 6sea. Finalmen-
te, las células maduras circulantes (cuarto compar-
timiento), que representan el Ultimo estadio de
diferenciacién de los elementos hematopoyéticos.
Este modelo de clasificacién indica que existe una
jerarquia hematopoyética, en donde las células
seminales son los elementos mas primitivos que
dan lugar alaformacion de todos los constituyentes
del sistema hematopoyético.

Tanto las CSH como las CPH tienen una mor-
fologia linfoblastoide, por lo que no es posible
distinguirlas a través de microscopia de luz. Sin
embargo, su identificacion, purificacién y caracte-
rizacion han sido posibles mediante estudios
inmunofenotipicos y funcionales. Ambas pobla-
ciones celulares expresan el antigeno CD34, una
glicoproteina transmembranal que participaenlos
mecanismos de adhesion celular.'* Las CSH, ade-
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mas, expresan el antigeno CD90 (Thy-1) y care-
cen de la expresion de otras moléculas, tales
como CD38, CD45RA y CD71.2 Conforme las
CSH se diferencian y dan lugar a la formacion de
las CPH, adquieren la expresion de moléculas
como CD38, CD45RA, CD71 y otras mas, perte-
necientes a linajes especificos (por ejemplo, CD4
y CD8, en linfocitos T; CD19 y CD20 en linfocitos
B; CD15 y CD33 en células mieloides; CD41 y
CD42 en megacariocitos).*?

Existen, actualmente, diversos métodos fun-
cionales para la identificacion y cuantificacién de
las CSH. Entre éstos, destaca el sistema in vivo
gue identifica a las células con la capacidad de
reconstituir, en su totalidad y a largo plazo, el
sistema hematopoyético de ratones con inmuno-
deficiencia severa combinada (SCID, por sus
siglas en inglés).** Este modelo consiste en la
radiacion subletal de ratones SCID y la inyeccion
intravenosa de las células hematopoyéticas hu-
manas, dentro de las que se encuentran las
células seminales y progenitoras. Generalmente
se requiere de la administracién de factores de
crecimiento hematopoyéticos humanos, como el
GM-CSF y la interleucina-3 (IL-3), entre otros,
para el 6ptimo desarrollo de las células huma-
nas en el microambiente medular del raton.*®
Las células con la capacidad de reconstituir la
hematopoyesis reciben el nhombre de células
repobladoras de ratones SCID (SRC, por sus
siglas eninglés) y representan, en la actualidad,
la mayor aproximacién a las CSH de entre los
distintos tipos celulares hematopoyéticos ca-
racterizados (Figura 1).

Por otra parte, se han identificado células que
inician y mantienen la hematopoyesis in vitro a
largo plazo, al ser cultivadas en presencia de capas
adherentes de fibroblastos que funcionan como
soporte de crecimiento. A estas células se les
denomina células iniciadoras de cultivos a largo
plazo (LTC-IC, por sus siglas en inglés), y se
caracterizan por su capacidad para generar CPH
por periodos superiores a las 5 semanas de culti-
vo.'® Estudios realizados en ratones SCID, han
demostrado que después de 4 semanas de ser
trasplantadas las SRC, se detecta la aparicién de
las LTC-IC, debido a ello se ha determinado que
estas ultimas son células menos primitivas que las
SRC (Figura 1).15%7
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En cuanto a las CPH, su identificacion y cuan-
tificacion son realizadas por medio de métodos
mas sencillos; basicamente, a través de su capa-
cidad para formar colonias hematopoyéticas en
cultivos semisélidos (metilcelulosa o agar), de ahi
gue sean conocidas como células formadoras de
colonias (CFC).18

Origen clonal de la LMA
Es bien sabido que la LMA es una enfermedad

qgue se origina como resultado de la expansion
clonalde unasola célulahematopoyéticainmadura,

Cuadro . Clasificacion de la LMA segln el grupo FAB*

MO Leucemia indiferenciada
>90% de blastos
Mieloperoxidasa citoplasmica positiva, CD13/33 positivo

MI Mieloblastica sin maduracion
>90% de blastos
>3% positivas para mieloperoxidasa o Sudan negro
10% de granulocitos o monocitos en proceso de
maduracion

M2 Mieloblastica con maduracién
30-90% de blastos
>10% de células granulociticas
<20% de células monociticas

M3 Promielocitica
Promielocitos anormales con granulacién densa
Presencia de bastones de Auer

M4 Mielomonocitica

>30% de blastos

>20% pero <80% de células monociticas
M4eo Mielomonocitica
Eosindfilos anormales positivos para cloroacetato y PAS
>5% de eosindfilos
M5a  Monoblastica
>80% de monoblastos
<20% de células granulociticas
M5b  Monoblastica/ promonocitica
<80% de monoblastos
<20% de células granulociticas

M6 Eritroleucemia
>50% de células eritrociticas
30% de blastos no eritroides granulares o agranulares

M7 Megacarioblastica
>30% de megacarioblastos

. J
* Grupo Cooperativo Franco-Americano-Britanico*
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Figura 1. Esquema de los compartimentos en la hematopoyesis
normal. El sistema hematopoyético esta constituido por 4
compartimentos: (i) células seminales; (ii) células progenitoras; (iii)
células precursoras y (iv) células maduras. Tanto las SRC (células
repobladoras de ratones SCID), como las LTC-IC (células iniciadoras
de cultivos alargo plazo) estan comprendidas dentro del compartimiento
de las células seminales hematopoyéticas. Las CFC (células
formadoras de colonias en cultivo) corresponden al compartimiento
de las células progenitoras.

la cual ha sufrido una transformacion molecular
(alteraciones en la expresion de ciertos genes). Sin
embargo, existe controversia acerca de la identi-
dad de la(s) célula(s) en la(s) que dicha transforma-
cion ocurre.

Un primer modelo propuesto a este respecto, y
gue por mucho tiempo fue considerado como la
vision general sobre el origen de la LMA, es que
ésta puede surgir en distintas poblaciones de célu-
las hematopoyéticas.?*?° El estadio de maduracion
y el grado de compromiso de dichas poblaciones
hacia un linaje especifico, es lo que determina que
la patologia tenga manifestaciones particulares y
que clinicamente sea clasificada dentro de alguna
de las 8 categorias descritas (MO - M7). Por ejem-
plo, de acuerdo a este modelo, la LMA M1 se
originaria en una poblacion celular mas primitiva
gue la LMA M3. Igualmente, siguiendo este mode-
lo, la LMA M5 se originaria en un progenitor
monocitico, mientras que la LMA M6 en un proge-
nitor eritroide (Figura 2).

Un segundo modelo ha sido propuesto mas
recientemente, el cual planteala posibilidad de que,
en todos los casos (MO - M7), la LMA se origina en
una misma poblacién de células hematopoyéticas
primitivas, con el inmunofenotipo CD34* CD38- Lin
;2122 sin embargo, dependiendo de la naturaleza de
las alteraciones genéticas que se presenten, la
clona leucémica seguira un cierto patron de com-
portamiento biolégicoy éste, a su vez, determinara
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sus caracteristicas clinicas (Figura 3). La mayoria
de los estudios reportados en los Gltimos 5 afios, en
los que se hatrabajado con subpoblaciones celula-
res enriquecidas, apoyan este segundo modelo, es
decir, que en todos los casos de LMA, la enferme-
dad tiene su origen en la poblacion de células
CD34* CD38 Lin.%

Es importante mencionar, sin embargo, que
existe (al menos) una excepcién a este Ultimo
modelo: La LMA M3 (Leucemia Promielocitica;
LPM). Este tipo de leucemia esta caracterizada por
la expresion del gene quimérico PML-RARaQ, una
proteina quimérica producto de la t,(15,17) que
actlia como represor transcripcional. En un estudio
realizado por Turhany colaboradores,? se observé
que las células CD34* CD38 (que incluyen a las
células seminales y a los progenitores mas
inmaduros) de pacientes con LPM no expresaban
el gene quimérico, mientras que la poblacién de
progenitores hematopoyéticos intermedios y ma-
duros CD34*CD38"silo expresaba, lo que apoyala
idea de que en este tipo particular de LMA, la
leucemia se origina en una subpoblacion de proge-
nitores hematopoyéticos comprometidos a un lina-
je especifico y con cierto grado de maduracion.

Jerarquia hematopoyética en la LMA
Algunos estudios de proliferacion celular basa-

dos en laincorporacion de ®H-timidina, demostraron
que, contrario a lo que se pensaba, en la poblacién

- .. MO0/M1

Progenitor mieloide

pluripotencial

' Progenlto/r_ M4

Mielomonocitico
M6 M5 / M2/M3 M7
Progenitor Progenitor Progenitor Progenitor
eritroide monocitico granulocitico | |megacariocitico

Figura 2. Modelo clasico del origen de la LMA. La célula en donde
ocurre la transformacion que origina la LMA puede localizarse dentro
de diferentes poblaciones celulares (con distinto estado de
diferenciacion y perteneciente a distintos linajes). Dependiendo de
dicha poblacién, sera el subtipo de LMA que se origine (MO-M7).
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de células leucémicas solamente una pequefia frac-
cion de ellas se encuentra sintetizando ADN de
manera activa in vivo.?® Estudios posteriores com-
probaron que dicha fraccion podia ser identificada
mediante ensayo de colonias®y que la poblacion de
células leucémicas es biolégicamente heterogénea
a pesar de su homogeneidad morfologica.®

Los experimentos en cultivos semisolidos han
establecido que 0.1 a 1 % de los blastos de LMA
son capaces de formar colonias in vitro y por lo
tanto se pueden considerar como células progeni-
toras dentro de la poblacién de células transfor-
madas.!® Es importante destacar que dichos pro-
genitores leucémicos son incapaces de mantener
niveles elevados en cultivos tipo Dexter (en pre-
sencia de estroma medular desarrollado in vi-
tro).?"28 El andlisis inmunofenotipico confirmé que
los blastos incapaces de formar colonias presen-
tan marcadores de mayor diferenciacion que las
células formadoras de colonias in vitro.?® Con
estos resultados se demostré que, al igual que en
la hematopoyesis normal, la mayoria de las célu-
las leucémicas se originan de una pequefia pobla-
cion de progenitores (UFC-LMA) con una elevada
actividad proliferativa (Figura 4).

Dado que para la deteccion de progenitores
hematopoyéticos primitivos de médula ésea nor-
mal se utilizaron periodos prolongados de cultivo en
presencia de una capa de estroma, este mismo
sistema de cultivo se aplicé para identificar células
capaces de mantener la leucemia in vitro a largo
plazo. Sin embargo, como veremos mas adelante,
este sistema no favorece el crecimiento de las
células leucémicas, por lo que se busco el estable-
cimiento de un sistema experimental que si lo
permitiera. El sistema en cuestion consistié en un
cultivo liquido en presencia de una combinacién
de citocinas recombinantes. De esta manera, fue
posible identificar una subpoblacion de células
progenitoras leucémicas, presentes en muy baja
frecuencia y con un alto potencial proliferativo
(células iniciadoras de cultivos en suspension;
SC-IC por sus siglas en inglés) que dan lugar a la
formacién de UFC-LMA.*® Estas células expresan
el antigeno CD34, pero no expresan los antigenos
CD45RA, CD71 y CD90.3* Mediante andlisis de
dilucién limitante se establecié que la frecuencia
de estas células es de 10 a 300 veces mas baja
gue las UFC-LMA.
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Estudios in vivo, empleando ratones SCID,
demostraron que el trasplante de la subpoblacion
de células CD34* CD38", obtenidas de la médula
Osea de pacientes con LMA, fue suficiente para el
desarrollo de la leucemia en dichos animales,
dado que estas células son capaces de dirigirse a
la médula 6sea y proliferar en respuesta al trata-
miento con citocinas, dando por resultado un
patrén de diseminaciény morfologia celular leucé-
mica, muy similar a la observada en los pacien-
tes.®? Las células capaces de originar la hemato-
poyesis leucémica en este modelo han sido deno-
minadas como células iniciadoras de la leucemia
en ratones SCID (SL-IC, por sus siglas en inglés).
El andlisis de dilucién limitante demostré que la
frecuencia de estas células en la sangre periférica
de los pacientes con LMA, es 1,000 veces menor
que las UFC-LMA, detectdndose una célula por
cada 250,000 células de médula ésea. Es impor-
tante sefialar que en este mismo estudio se en-
contro que el trasplante de una subpoblacién mas
madura (CD34* CD38"), la cual contenia la mayo-
ria de las UFC-LMA, no desarrollé leucemia.

Tomando en consideracion todas las eviden-
cias anteriores, se ha propuesto que, al igual que
enlahematopoyesis normal, el sistemahematopo-
yético de pacientes con LMA esta organizado en
forma jerarquica. Es decir, las células leucémicas
terminales (blastos) provienen de una subpobla-
cion de células progenitoras (UFC-LMA), cuyo
inmunofenotipo es CD34* CD38*. Estas, a su vez,
provienen de una subpoblacién todavia mas pe-
guefa, constituida por células CD34* CD38, las
cuales incluyen células capaces de iniciar la he-
matopoyesis leucémicatanto in vitro (SC-IC) como
in vivo (SL-IC).

Es importante destacar que el estudio de la
subpoblacion de células CD34* CD38- de pacien-
tes con LMA ha permitido entender aspectos fun-
damentales acerca de la biologia de esta enfer-
medad. Por ejemplo, un reporte reciente de Cos-
tello y colaboradores®? ha demostrado que estas
células poseen una sensibilidad reducida a los
efectos de la daunorubicina, uno de los compues-
tos quimioterapéuticos mas utilizados en el trata-
miento de la LMA. Ademas, expresan niveles
elevados de los genes mrpy Irp, involucrados en
la resistencia a diversos farmacos. Por otra parte,
dicha subpoblacion celular expresa bajos niveles
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del receptor Fas, por lo que es poco propensa a la
apoptosis inducida por el ligando de Fas. Estos
autores también observaron que estas células tie-
nen una inmunogenicidad reducida, lo que podria
explicar que el sistema inmune no sea capaz de
reconocerlas y eliminarlas en forma eficiente.

Una proporcion significativa de estas células se
encuentra generalmente en la fase G, del ciclo
celular.z Esto también explicaria el que sea alta-
mente resistente a drogas antineoplasicas, cuyo
mecanismo de accion se centra en la inhibicion de
la division celular.

Finalmente, es interesante sefialar que, al me-
nos al nivel de las UFC-LMA, no se ha logrado
demostrar que éstas posean una tasa de prolifera-
cién superior a la observada en células hematopo-
yéticas normales.'® Lo anterior parece indicar que
la acumulacion de blastos en la médula 6sea de
estos pacientes se debe, principalmente, a un
bloqueo en los mecanismos de apoptosis, 0 que
concuerda con el estudio de Costello.*?

Diferencias inmunofenotipicas entre progeni-
tores normales y leucémicos

Como se describié anteriormente, tanto en la
hematopoyesis normalcomo enlaleucémica (LMA),
las células més primitivas expresan el antigeno
CD34y carecende laexpresion delantigeno CD38,
asi como de antigenos especificos de linaje. Exis-
ten, sin embargo, diferencias muy claras en cuanto
a la expresion de ciertas moléculas, las cuales
podrian servir para identificar y distinguir entre las
células seminales y progenitoras normales y su
contraparte leucémica.

Elantigeno CD9O (Thy-1) es una proteina expre-
sada en ciertas poblaciones de linfocitos, asi como
en una subpoblacién de células CD34", la cual
incluye a las células hematopoyéticas mas primiti-
vas (SRC y LTC-IC).** Por otra parte, el antigeno
CD117 (c-kit), es un receptor expresado en diversos
tejidos, incluyendo el hematopoyético. Dentro de
éste, es expresado principalmente por células semi-
nales y progenitoras primitivas. Su ligando es el
Factor de Células Seminales, o Factor Steel, el cual
promueve la viabilidad celular (inhibiendo la apopto-
sis) y contribuye a la estimulacion de la proliferacion
de progenitores hematopoyéticos.*
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Figura 3. Modelo actual del origen de la LMA. En todos los casos de
LMA, la transformacién neoplasica ocurre en la poblacién de células
seminales (CD34+ CD38- LIN-); sin embargo, dependiendo del tipo de
alteraciones moleculares que se presenten (A - G), sera el subtipo de
LMA que se desarrolle. La Ginica excepcién que parece existir es la
leucemia promielocitica (LMA-M3), en la que la transformacién parece
ocurrir en células progenitoras granulociticas y no en células seminales.
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Figura 4. Esquema de los compartimentos en la hematopoyesis
leucémica. Al igual que en la hematopoyesis normal, el sistema
hematopoyético de pacientes con LMA estéa constituido por diferentes
compartimentos. SL-IC, células iniciadoras de la leucemia en ratones
SCID; SC-IC, células iniciadoras de la leucemia en cultivos en
suspensién; CFC-LMA, células formadoras de colonias en cultivo de
LMA. En esta patologia, las células terminales corresponden a blastos
y no a células maduras.

Estudios recientes han demostrado que, a dife-
rencia de las CSH y CPH de sujetos sanos, ambos
antigenos estan ausentes en las CSH y CPH de
pacientes con LMA.33% La posible relevancia clini-
ca de estos hallazgos es evidente, pues se ha
demostrado claramente que en pacientes con LMA
permanece una subpoblacién de CSH normales.
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Estudios encaminados a la deteccion de estas
proteinas en muestras de médula 6sea o0 sangre
periférica de pacientes con LMA, permitirian la
identificacion y separacion (¢ purga?) de ambas
poblaciones celulares.

Patrones de crecimiento en cultivos tipo
Dexter

De los diferentes sistemas experimentales in
vitro que se han establecido para el cultivo de
células hematopoyéticas, el sistema tipo Dexter es
el que més similitudes presenta con respecto a las
condiciones in vivo. Este sistema se basa en el
desarrollo de una capa de células adherentes,
constituida por diferentes poblaciones de células
estromales (fibroblastos, macréfagos, adipocitos y
células endoteliales), las cuales proporcionan las
condiciones necesarias para la proliferacion y dife-
renciacion a largo plazo (>12 semanas) de las
células hematopoyéticas primitivas.®” Las células
estromales producen una gran variedad de citoci-
nas, tanto estimuladoras como inhibidoras de la
hematopoyesis, asi como moléculas de la matriz
extracelular, de tal suerte que el microambiente
hematopoyético creado in vitro semeja en gran
medida al existente in vivo.*®

Cuando células de médula 6sea de pacientes con
LMA son cultivadas en este sistema, ocurre un
hecho muy interesante. Los progenitores leucémi-
cos -identificados por la morfologia de las colonias
desarrolladas en cultivos semisolidos y por marca-
dores moleculares- son eliminados en forma espon-
tanea, mientras que los progenitores normales -
identificados de acuerdo a los criterios menciona-
dos- permanecen en cultivo por periodos mas lar-
gos.?’?8 Estas observaciones evidentemente indi-
can gue el comportamiento de las células leucémi-
cas in vitro es totalmente distinto al observado in
vivo, en donde existe un amplio predominio de la
clona neoplasica. Hasta el momento, no esta claro a
gué se debe la“desaparicion” de las células leucémi-
cas en cultivo. Por unlado, es posible que el sistema
tipo Dexter carezca de algun factor o factores, que
sea(n) necesarios para el desarrollo de las células
neoplasicas; por otro lado, pudiera ser que en este
sistema se esté produciendo alguna molécula que
inhiba en forma selectiva a dichas células.
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Aun cuando no se conoce con exactitud la razén
de dicho comportamiento, el hecho de que en este
sistema de cultivo se logre la eliminacién selectiva
de células leucémicas, sin alterar -al menos en
forma aparente- a las células normales, ha llevado
a diferentes grupos de investigacion a aplicar este
sistema en la clinica. En efecto, el propio grupo de
Michael Dexter, en Manchester, Inglaterra, ha lle-
vado a cabo mas de 30 trasplantes aut6logos de
médula 0sea, en pacientes con LMA, empleando
este sistema de cultivo como método de purga de
células leucémicas.®** Los resultados reportados
han sido bastante favorables, aun cuando la meto-
dologia inherente al sistema lo hace poco practico
para su aplicacion en forma méas amplia y rutinaria.

Expresion del antigeno CD34 en la LMA

Si bien es cierto que, en condiciones normales,
todas las células hematopoyéticas progenitoras y
seminales expresan el antigeno CD34, notodas las
células CD34* son progenitoras o seminales. En
médula ésea, las células CD34* corresponden al 1-
3% del total. De ellas, sélo un 10 - 15% es capaz de
formar colonias in vitroy menos del 1% correspon-
de a SRC. Enla LMA, esta relacion es muy hetero-
géneay bastante confusa. Por unlado, hay pacien-
tesenlos que no es posible detectar células CD34+,
mientras que en otros, la proporcion de estas
células sobrepasa el 50%.%° En ninguno de estos
casos, sin embargo, existe una correlacién con la
presencia de UFC-LMA, SC-IC o SL-IC.

Es interesante que algunos estudios llevados
a cabo en los ultimos 5 afios han demostrado,
gue adiferencia delinmunofenotipo descrito para
las células iniciadoras de leucemia (CD34* CD38"
), una pequefia proporcién de células incluida en
la subpoblacion CD34 linaje-negativa (lin-) es
capaz de reconstituir la hematopoyesis leucémi-
caen ratones SCID.** Con ello se identificé auna
subpoblacion de caracteristicas muy primitivas
en LMA, gue confirma el concepto de jerarquia
hematopoyética y que hace alln mas compleja la
descripcién inmunofenotipica de las células se-
minales en esta enfermedad.

A este respecto, es importante hacer notar que
el grupo de Dick en Toronto, reporté que en médula
Osea de sujetos sanos también existe una pobla-
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cién de células CD34 lin" capaz de reconstituir el
sistema hematopoyético en ratones SCID y que
esta poblacion (CD34-SRC) es incluso mas inma-
dura que las células CD34*, encontrando asi una
nueva clase de células hematopoyéticas.*? La de-
teccion de esta subpoblacion permite suponer que
la célula con este inmunofenotipo presenta la trans-
formacion que origina la LMA, lo cual apoya el
trabajo que reporta la identificacion de células
capaces de repoblar ratones SCID y que no expre-
san el antigeno CD34.

Conclusiones y perspectivas

Si bien es cierto que la biologia de la LMA es
extremadamente compleja, los avances logra-
dos en los ultimos afios en cuanto a la identifica-
ciony purificacion de las CSHy CPH, asi como el
desarrollo de métodos experimentales para el
estudio de éstas, nos han permitido ampliar y
profundizar nuestro conocimiento en este cam-
po. Contrario a lo que se pensd por mucho
tiempo, parece ser que en la gran mayoria de los
casos, la LMA se origina en una misma poblacion
celular, caracterizada por la expresiéon del anti-
geno CD34 y la falta de expresion del antigeno
CD38 (células CD34* CD38’). Esta poblacion,
altamente resistente a la accién de farmacos
antineoplasicos, parece ser la responsable de
mantener la hematopoyesis leucémica en forma
continua (hasta la curacion o la muerte del indi-
viduo) y de desarrollar la enfermedad minima
residual en aquellos pacientes que presentan
recaida después de tratamiento. Una excepcién
a este modelo es la LPM (LMA M3), en la que la
transformacion neoplasica parece ocurrir al ni-
vel de progenitores hematopoyéticos con mayor
grado de maduracion y comprometidos a un
linaje particular.

Hay que sefialar, sin embargo, que la pobla-
cion de células CD34* CD38" es heterogénea,
comprendiendo varias subpoblaciones que pue-
den ser distinguidas por su inmunofenotipo y
algunas propiedades funcionales. La identifica-
cién precisa de la subpoblacion celular en la que
se inicia la leucemia permitira descifrar los deta-
lles moleculares que llevan a una CSH normal a
convertirse en una célula maligna. Esto, eviden-
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temente, ayudara al desarrollo de estrategias
terapéuticas mas eficientes (por ejemplo, el dise-
fio de farmacos y anticuerpos monoclonales diri-
gidos en forma especifica para inhibir la expan-
sion clonal de dichas células).

Es interesante el que dentro de la poblacion
celular CD34*CD38 se encuentren células norma-
les residuales, las cuales son capaces de restaurar
la hematopoyesis normal en cultivos tipo Dexter.
Este hecho ha sido ya aplicado para disefar estra-
tegias terapéuticas (basadas en diferencias inmu-
nofenotipicas -expresion de CD90 y CD117- y
funcionales -crecimiento en cultivos in vitro) que
permitan distinguir y separar ambostipos celulares.
El reto actual radica en hacer méas eficiente y
practico este sistema, para que su aplicacion sea
mas amplia.

Al igual que en la hematopoyesis normal, se
ha demostrado que en LMA existe también una
jerarquia de células hematopoyéticas. Dichas
células definen subpoblaciones con caracteristi-
cas fenotipicas particulares, que se pueden de-
tectar y cuantificar tanto in vitro como in vivo.
Aunqgue se han identificado estas subpoblacio-
nes de células leucémicas, aln se desconocen
muchas de sus caracteristicas biolégicas, lo cual
es de suma importancia no sélo a nivel basico
sino también clinico.

Finalmente, es importante sefalar que para
poder entender -en una forma integral- la biologia
delaLMA, es necesario el estudio de las alteracio-
nes moleculares que ocurren en las CSH. Traba-
jos recientes indican que las alteraciones mas
comunes son las translocaciones cromosémicas
balanceadas, que resultan en la produccién de
proteinas quiméricas.**-*> Estas proteinas consti-
tuyen, generalmente, factores reguladores de la
transcripcién de genes especificos, fundamenta-
les en la regulacién de la proliferacion, diferencia-
cion y muerte celular.*®

No menos importante es el estudio de la com-
posicion y la integridad funcional del microam-
biente hematopoyético en LMA. Existen fuertes
evidencias de alteraciones cualitativas y cuanti-
tativas en dicho microambiente, las cuales, si
bien no son la causa de la enfermedad, si pare-
cen estar involucradas en el desarrollo de la
clona maligna y en la inhibicion de la hematopo-
yesis normal.#
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