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HEMATOPOYESIS IN VITRO EN PACIENTES PEDIATRICOS
CON ANEMIA DE FANCONI ¥ SINDROME DE DIAMOND-
BLACKFAN.

Martinez-Jaramillo £, ingza-Hemi L. Benitez-Aranda H®, Mayani U
Laboratorio de Hematopoyesis, Unidad de Investgacion Médica en Enfermedades
Oncoldgicas. *Servicio de Hematologia, Hospital de Pediamia. Cemra Médico
Macional Sigle XX1, IMSS, México DUF.

La Anemia de Fanconi (AF) y ¢l Sindrome de Diamond-Hiackian (SDH) se
caracterizan por la deficlente produceidn de células hematopoyéticas. En In AF, lag
alteraciones hematopoyéticas afectan pricticamente & todos los linsjes meloides.
micniras que ¢n ¢l SDB exste una deficiencia selectiva en el limaje entrmde. El
objetive del presente estudio fue caructerzar lus cinéticas de crecimiento in vitre de
Ins propemtores hematopoyéteos (PH; entrondes, meclodes v plunpotenciales) de
pacientes con AF y SDB. Fl efecto de los factores recombinamtes GM-CSE y EPO)
fuc tambicn analizado. Sicte pacientes pedidtricos (4 con AF y 3 con SDB) fucron
mnehuidos en este estudio, Muestrus de médula osea de 5 mios hematologreumente
sunos fueron empleadas como control, Las oélulas mononueleares obtenidas de cads
mucstra fucron sembrades on cultivos liguidos a largo plazo, de acuerdo al métode
de Dexter. La ginetica de proliferacion de Jos PH, ¢n presencm o ausencin de GM.
CSF y EPO, fue seguida por 7 sermanas. Al momento de mmiciar el cultivo o lurgo
plazo, los pacientes can AF presentaron niveles extremadamente reducidos tanto de
progentores mieloides, como de progenitores entroides § pluripatenciales. Por su
pame, los pacientes con SDB presentron niveles normoles de: progenitores
imieloides, sin cmbargo, sus niveles de progenitores enroides fucron muy bajos. En
cultives a largo plazo, los PII de niftos normales fueron detectados durante las 7
semanas; a diferencia de esto, en los pacientes con AT dichas progenitores fueron
detectados por 1-2 semanas. En los niflos con SDI, log progenitores eritroides fueron
detectados solamente en las dos primeras semanas de enltivo, Log progenitores
micloides, por su pane, presentaron miveles normales durante las primeras ires
sermanas de cultivo, sin cmbargo, o partic de la cuarta semana sus miveles decayeron
muy por debajo de los niveles normales, MNi GM-CSF ni EPO wvieron efecto algune
en los cultivos de AF. En cullives de SDB, ¢l efecto de estos dos [actores fue muy
limitwdo y transstonio, Nuestros resultados apoven ¢l conceplo de que en AF, el dafo
hemstopoyético ocurre 8 nivel de celulas serminales. Una observacion towimente
nueva derivada de nuestro cstudio s que en ¢l SDB no solo b lincs entronde, sine
también 1o micloide, se encuentra wfectads, Finalmente, los efectos wo pobres
mostrados por GM-CSF y EPO concuerdun con los efectos minimos observados en
la elinica,

EL GM-CSF ESTIMULA LA PROLIFERACION DE
FROGENITORES LEUCEMICOS EN CULTIVOS DE MEDULA
OSEA A LARGO PLAZO DE PACIENTES CON LEUCEMIA
MIELOIDE AGUDA.
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El cultive de médula dsea o largo plozo (LTBMC) ha permitido el estudio
vitra del comportamiento de las células progenitoras hemampoyénicas (CPH) de
pacientes con leucemis micloide aguda (LMA), para establecer slpunas de sus
caracteristicas bioldgicos. En el presente estudic sc evalud ln cméncs de
proliferacién de CPH de pacientes con LMA en LTBMC on presencia del  faceor
eatimulador de coloniss de macrofagos v grunulocitos (GM-CSF) Pars cllo se
obtuvicron muestras de médula dsca de 12 pacientes con LMA de novo v de 8
donadores sanos, Se establecieron LTBMC en presencia o ousencia do GM.CSF y
s¢ analizaron las cinéticas de proliferacidn de células nucleadas wtales, asi como de
progenitores formadores de colomias muiclosdes, entroides ¥ de blastos. Los
resultados demuestran que existe una disminucion de 4 y 5 veces (dias 21 y 28 de
cultivo respectivamente) en el niimero de eélulas no adherentes en LTEMUC de los
pacicntes con LMA on comparacién con sguellos de individuos sanos. La adicion
del GM-CSF a los LTBMC de pacientes con lewcemia, estimuld la proliferacion de
las céiulas no adherentes durante las 6 scmanas de culivo (mcremento de 2 a 3
veces con respecto ol control). Por su parte el mimero de progemitores
hematopoyéticos se encontrd disminmdo en los LTAMC de los pacientes con
leucemis en comparacion con squelios de individuos sunos, Sm embargo, on
presencia de GM-CSF se favorecid la proliferacitn de progenitores leuoémicos a
partir de Ia segunda semana de cultivo, mientras que én ausencid de esie fctor se
favorectd la proliferacion de progenitores normales & partir de la tereers semana.
Estos resultados indican que existe una deficiencia en el crecimiento de CPH en
LTBMC de pacientes con LMA y adends que el GM-CSF estimula la proliferacion
die los progenitores leucémicos, Lo anterior podria ser considerado coms un aspecio
a evaluar eén la aplicacidn del GM-CSF en el matamiento de pacientes con LMA.

APOPTOSIS, PROLIFERACION CELULAR y SOBRE-EXPRESION DE p53
EN CELULAS LEUCEMICAS TRATADAS CON TRIOXIDO DE ARSENICO.
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Antecedentes: Reportes reclentes mencionan al Tridxido de
Arsénico en el tratamiento de leucemias Promielocfticas Agu
dag, atravéz de Cito-diferenciacidn incompleta y otros cd
mo alteracidn en la Proliferacidn Celular In-vitro e in-
vivo en linfocitos, por la moducacidn de genes sstudiando a
33, tanto eimo en li proliferacifn ¥ muerte cemular, en

y eilulas leucimicas.

MATERIAL ¥ METODOD: Se hacen dos ensayos de 20 muestra cada
uno tanto de una poblacién elinicamente sana, con cultivo
de Sangre total, as! edmo de paclentes con Leucemias Agudas
de Novo, con cultdve para el estudio del Cicle de la Pro-
liferacifn Calular midiendo INDICE MITOTICO ¢ INDICE de D1-
VISION RUCLEAR y evaluacifim de la diferenciacifin ¥ presen
cia de cambios Apoptoticos. El otro enasayo corresponde al -
cultivo de c@lulas mononucleares de los dos grupos, con tra

cultive de células mononucleares se ge realizd p 53 por =
técnicn de WESTERN-BLOT,

RESULTADOS: En 15 de las 20 muestras para cada grupe =ae
legraron los cultivos, por contaminacifn ¥ niimero hajo de
células, ancontrando en ¢l estudio de proliferacidn celular
que wl IM (Indice mitdtico) en lag cdlulas Leucdmicas sin
tratamlento es mayor a las células normales (p menor 0.05)
¥y @ste valor va disminuyendo {inversamente proporeiomal a
la concentracidn del Tridxido de Arsénico, semejante los

apoptdricos {Cuerpes apoptiticos) se inicia a 1.0 y muy evi-

tratamiente y mayor a 1.0mM y desaparece a 10.0 oM.

éste estudio se prucha Este agente ante linfecltos normales

miento con TriSxido de Arsénico a 0,1, 1.0 y 10,0 aM /24Ha..
(sl tratamiento in-vitro en los dos tipos de cultivo), en el

hallazgor dol Indice de divisién neclear, con cirotoxicidad
en la dosis de 10.0nM, La cltodiferencincifn en las leuc@mi-
a concentracion de 1.0 mM & Incompleta o 0.lmM. Los cambios

dante a 10.0mM. La p53, con minima expresifn en células sin

EFECTO DE G-CSF, GM-CSF Y EFO EN CULTIVGS A LARGO
PLAZO DE LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA Luna E.*, Avala M.*,
Moyani H* Lob. de Hematopoyesis, U, de Investigacian Médica en Enfermedades
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El Sisten de Cultivo a Largo Plazo tipo Dexter (LTC) de Médula Osea (MO) de
pocienies con Leucémia Micloide Crdnica (LMC), ha evidenciado la existencia de
una poblacién normal de Células Seminales Hemutopoyéticas (CSH) la cual se
encuentru suprimida. La climinacidn del clon Pho de esios culiivos, suglere la
existencia de importantes diferencios en la respuesta de la mezcla de progemitores
Ph" y Ph ol Microsmbiente Hematopoyético (MH). Citocings hematopayéticas,
mutriz extracelulur, ademds de diversos tipos celulares, conforman los principales
elementos regulndores de progenitores en ¢l MH. Con la finalidod de buscar causas
de este fendmeno, cl presente irabajo consistid en estdiar in viero ¢l efecto de G-
C8F, GM-CSF o Epo en lo cinética estandar de proliferacidn y diferenciaciin de
célulag mononucleares (MNC) de MO de pacientes con LMC, Empleando los
sistemas de cultive LTC y de colonias (Colony Assay), s¢ cultivaron células MNC
de MO de pacientes con LMC, laoto en condiciones cstandar como ¢n presencia de
G-CSF, GM-CSF y Epo. La valoracién de célulus MNC totales en suspensitn (no
acherentes), y de progenitores se realizd semanalmente. Luy células totales y
progenitores estromales (sdberenies), se evaluoron quingenalmente, Los datos
oblenidos se graficaron contra controles normales. Los resultados indicaron que,
aungue la incorporacion de G-CSF al LTC de LMC aumentd el nimero de células
totales no adberentes (principalmente linea granelocitica), dicho estimulo o basto
para alterar la permanancia de estas eélulas en el cultivo, ya que su curva al final
tendit o igualarse con el control estandar. La cinetica de progenitores para esle
foctor vand sepin el progenitor es decir, mieloides aumentaron rapids- pero
limitadamente conclayendo por debajo del control. Eritroides no parecieron ser
sfectados por esta citocina y solo las eélulas multipotenciales parecieron tener un
estimulo tardio, ya que temporalmente estuvieron amiba del control en LTC La
cinética de células adherentes (toales y Progenitores) oo refleja diferencias
imporantes. GM-CSF  proporciond el auwmento  mas  significativo en la
proliferacian total de MNC no adherentes, prolongandn un poco Is permanencia de
estas ¢élulas en el cultivo, Los progenitores estimulados con este factor sipuieran
el mismao patran general de G-CSF, salvo que el efecto fue mayor en multipotentes
¥ poco evidente en mieloides, Epo ademds de demostrar su mayor especificidad en
enitroides tanto adherentes como no adherentes mostrd un leve efecto inhibitorio en
migloides respecto al control de cultive. Par lo anterior s¢ concluye que un
auments tante de G-CSF coma GM-CSF en exte sistemna de eultive, puede influir
en la permanencia de eélulaz de MO de pacientes con LMC, probablememte 1 mvel
de progenitares primitivas
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DETECCION Y EVOLUCION DE MONOCLONAS EN MEDULA
OSEA Y SANGRE PERIFERICA DE PACIENTES CON
DESORDENES LINFOPROLIFERATIVOS DE  CELULAS B
MEDIANTE AMPLIFICACION DE CDR3,

Barros-Nafiez P, Leal E, Jaloma AR, Aguilar C*, Lopee B*, Esparza M*,
Delgado JL*, Galarza M*, Medinag €. Division de Genéticn-CIBO.
Dip. Hematologia~CMNO*, IMSS. Guadalajara, Juliseo,

OBJETIVO: Comelacionar resultados de la amplificaciin de CDR3 en MO

SP de pacientes con destrdenes linfoproliferativos de células B

MATERIAL Y METODOS.,

»  Scparmcion de lmfocitos por gradiente de Ficoll-Hypague

= Extraccion del ADN medionte fenol-cloroformo ( CTAB. a partir de 5 ml
de SP v 2 mL de MO,

* PCRenested. La lera PCR amplifica CDR2 v CDR3, La 2da PCR
{anidada) amplifica solo CDR3.

+  Visualizacion del amplificado por electroforesis en poliacrilamida al 6%,
Tinebn con nitrato de plata,

RESULTADOS. En un lapso de 9 meses se captaron 100 pacientes con

diagnostico de leucemia o linfoma de células B, antes de iniciar su tratamicnto

de induccion. En fa gran mayoria de ellos pudimos amplificar v visualizar la

region CDR3. En 57 de los 61 pacicnies (93 4], en quienes. tuvimos muestras

de MO y SP al inicio del tratamiento, se observaron resultados congruentes

entre los dos wjides. De los 4 no coincidentes, 3 mostraron monoclonas solo

en SP. Al final del tratamiento, en 19 de 21 pacientes (M %) hubieron

resultados coincidentes entre MO v SP. En los 2 0o congruentes, In

monoelona se observa solo en MO. En 16 pacientes ln evolucion manocloni-

policlona fue atipica, lo que fue explicado por abandono del tratamientio o

ermores diagnosticos.

CONCLUSIONES [Estos resultados preliminares sugicren que, tanto la

deteccion como el seguimiento de s evolueidn de las monoclonas en estos

pacientes, puede lograrse amplificando CDR3 en muestras de sangre

periférica en forma confiable v segura.

LA COMBINACION DEL IFNg CON M-CSF O CON LA IL-6
REDUCE LA EXPRESION DE RECEPTORES FC EN LAS
CELULAS 32D, E Santiago, | Martinez, G. Ramos®, B. Manrique,
B Weiss FES-Zaragoza, UNAM, México.

Previamente se ha reportado que algunas citocinas individualmente
inducen la expresion de receptores para la IgG (FoyR) en las celulas
mieloides primitivas 3210 Considerando que en in vive dificilmente
se da un estimulo individual, ¢l objetivo de presente estudio es
evaluar si la combinacion de citocinas favorecce mayor expresion
FeyR. Metodologia v resultados. Las células hematopoycticas
multipotenciales 32D de raton, dependiente de IL-3 fueron
cultivadas durante 48 horas con 0.5 ng/ml de 1L-3 de raton en
presencia 0 ausencia de 50 ng/ ml de interleucina-6 (IL-6), factor
estimulador de colonias de macrofagos (M-CSF), de granulocitos
{G-CSF) en combinacion o no con 50 U/ml de interferon-gama
{IFNY), un clasico inductor de receptores Fe. Usando la téenica de
rosetas EA (fijacion a los receptores Fe de entrocitos de camero
activados con anticuerpos anti-eritrocitos) se encontro que la
combinacion de IL-6/IFNy y M-CSF/IFNy, pero no G-CSF/IFNy,
redujeron la formacion de rosetas (85, y 50 % respectivamente),
comparado con el efecto de las citocinas individuales Discosion y
conclusiones. Los datos sugieren que la combinacion de citocinas
con el IFNyno favorecen la expresion de receptores Fe y
dependiendo de la citocina, incluso se reduce casi a niveles basales
Los datos puede explicar porque las células precursoras abtenidas
de médula Gses, aunque rodeadas de citocinas, dificilmente
expresan receptores Fe. Considerando que la expresion de
receptores Fe es un indice de diferenciacion mieloide, es posible
que un desbalance en las seflales de citocinas, tambien constituya
una alternativa para controlar la diferenciacion

Trabajo spoyado por PAPIT IN2I3397, UNAM. *Pecario de CONACYT-DOGARA

LA CITOTOXICIDAD IN VITRO DE Justicia spicigera ("MUICLE") EN
LINEAS CELULARES CANCEROSAS HEMATOPOYETICAS Y NO
HEMATOPOYETICAS ES DEPENDIENTE DEL CICLO CELULAR. aLR
Céceres Codés, ¢M. Benchegroun, #8. Guerin. sUnidad de fnvastigacion
an Difarenciacidn Celular y Céncer, FES Zaragoza UNAM. México D.F.,
Mexico +Clinical Research Instiute of Monireal, Mentreal, Quebac, Canada

La infusién de la planta Justicla spicigera ("mulcle” del nahuall) se ha
usado en la medicna tradicional mexicana para el tratamiento de disenteria,
infecciones renales. control de la menstruacién, fdnico, febrifugo,
cataplasma para llagas, anamia y levcamia. El extracto acuoso de las hojas
es rojo por luz reflaja y azul per luz transmilida. Da las hojas sa han alslado
al flavonoide ksempferitnna, p-sitosterol, 3-O-glucosido de [--sitosterol,
alantoina y criptoxaniina, La forma no glucosilada de la kaempferitrina, el
kaampfarol, se ha reporiado que tlene efecio mulagénico sobre Salmanaila
fyphimunurn. Resullados pravios oblendos en nuestro laboralong ravelan
que el extracio acuoso de muicle no tiene actividad hemalopoyética in wilro,
tanto en progenitores hamatopoyéticos humanos como de raton. Nueslios
resultados en el prasente estudio, revelaron que el HPLC de fase reversa
del extracto acuoso y metandlico de mulcle mostrd dos picos a 254 nm de
absorbancia. El pico relacionado con la coloracién rojiza soluble en agua
conliens los compuestos glucosilados, lales como la kaempferifrina. Esle
pico es menos ebundante en |a extreccion metandlice que es de color
verde. Con la finalidad de demostrar un efecto citotdxico anti cancer del
extracto acuoso de Justfcla spicigera que contiene Kaempferitrina, se
realizaron ensayos de citoloxicidad en cultives de células leucémicas (TF-1,
TB-1), carcinoma cervical (CALO, [NBL) como  confrol  células
multipotentes hematopoyéticas 32D y fibroblastos normalas (3T3). Los datos
muestran un efeclo cilotdxico dosis dependiente y en estrecha relacian con
el ciclo celuiar, independiente del eslado de Wansformacitn celular Es
Interesante observar que sobre las células TB-1 (células TF-1 transfectadas
con el proto-oncogen bel-2 inhibidor de la apoplosis) el extracto acuoso de
muicle no tuvo efecto citotdxico. Se propone como mecanismo de acclon
citotéxica del muicle la liberacion por hidrélisis da kasmpfercl v glucosa a
partir de la kasmpferitrina induciendo apoplosis dependiente dal ciclo
celular,

LA SOBRE-EXPRESION DEL FACTOR DE TRANSCRIPCION PU.1
REGULA A LA ALTA LA EXPRESION DEL ANTIGENO DE CELULA
MADRE SCA-1 E INDUCE LA DIFERENCIACION ESPONTANEA DE
MACROFAGODS EN CELULAS MULTIPOTENCIALES
HEMATOPOYETICAS FDCP Mix.s)R. Cicores Corfés, A Hamman
allmidad de Investigacion en Diferenciacidn Celular y Cancer, FES-
Zaragoza-UNAM, México D.F., MexicoeClinical Research nstiute aof
Montreal, Quebec, Canada,

Durante el proceso de desarrollo, las células mullipotenciales y
pragenitores celulares hematopoyéticos se enfrentan a diferentes opciones
fales como: quigscencia, aulerrenuevo, proliferacidn, diferenciacion y
apoplosis. De entre ellas, fa difarenciacion de precursores hemalopoyéticos
compromelidos hacia un  linaje  particular, a partir de  células
mullipotenciales, involucra la seleccion y alaboracion de programas de
expresion genética gque mantienen la produccion de al menos ocho HpoE
diferentes de células, Dichos programas, v por o tanto [a especificidad de
lingje, estan regulados por faclores da ranscripeion. La ulilizacion da lineas
celulares mullipotentes, gque mantienen inallerado su polenclal de
diferenciacion in vitro, es imporlante para clerificar el papel que juegan los
factores de transcrpeitn duranle el proceso de diferenciacion, Con la
finalidad de investigar el papel de la sobre-expresion de {aciores de
transcripcidn an lingas celulares hematopoyéhicas planteamos la hipoiesis
de que estos factores pudieran inducir diferenciacion celular sin la
parlicipacién da facltores de crecimiento tales como GM-CSF y EpD
Utilizamos como modelo de estudio la linea FOCP mix, una linea calular
hematopoyetica multipolente de raton, y linaas ransfeciadas de alla con los
genes PU.1 y SCL (FDCP PU.1, FOCP SCL) que codifican para dos
factores de Wanscripoion reconocidos por su accidn delerminante en la
diferenciacion  de macrdlagos vy células  rojes,  respeactivaments
Demostramos por cilomalria de flujo que las lineas celulares FDCP mix,
FOCP PU.1 y FDCP-SCL son Sca-1" [67%, 87%, 45%), Mac-1" [34%, 46%,
19%], Gr-1" [14%, 25%, G%) y Tar 119’ cuando son mantenidas in vifro én
medio de culiive IMDM10% MC WEHUZ0% SC. Muestros resuliados
revelan gue la sobre-expresion da PU.1 favorecid la diferenciacidn
espontanea de macréfagos (Mac-1) y I8 expresidn del antigenn de célula
madre (Sca-1) en la linea celular FOCP PU1, sobre la formacién de
granulocitos (Gr-1} y progenitores eritroides (Ter 119). Come conclusidn
podemos decir que la sobre-expresion del factor de transcripcian PU 1 en la
linea celular FDCP mix, gue no se diferencia espentaneamente. si modifica
su fanotipo al gansrar mas calulas gue expresan Sca-1 v Mac-1
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INTERACCION DE RECPTORES DE IL-2 ¥ c-Kit. J A Alvarado
Mareno, R. Rangel Corona, JR Cdceres Cortds LUnidsd de
Investigacidn an Difaranciacidn Celular y Cancer, FES-Zaragoza LUINAM
México D F.; México e-mall rancor@servidar.unam.mx,

El gene c-kilW coedfica para una  proleina  firosina  cinasa
transmembranal, la cual es el receplor para el factor de células
totipotencisles (SCF), gue estimula la supervivencia, proliferacion y
diferenciacién de células hematopoyéticas, melanocilos y  células
primordiales, Por otro lado, el efecto de Intedevcing 2 (IL-2) en la
aclivacidn de linfocitos T es mediado a través de su receplor, constituldo
por tres cadenas (RIL-2ufly), codificadas por tres diferantes genss: [a
cadena « (p55), contribuye dnicamente a la unidn de IL-2 con el receptor,
mientras que B (pTS) ¥ + (pB4), ayudan a la unidn y lransduceitn de la
sefial intracelular. La cadena [} se ha demosirado que fiene homologia
con el receptor de Ertropoyeting (REpQ). En la linea celular
hematopoyética HCDS7 dependiente de EpO y que expresa REpO y o
Kil, SCF regula la fosforilacién en lirosina de REpD para manlener su
prohferacidn y maduracién en Unidades Entroides Formadoras de
Colonigs (CFU-E). Reclentemente nuestro grupo de (rabajo determind la
presencia del complejo del RIL-2 y de c-Kit en un modelo de células de
carcinoma cenvical, por lo que en el presente trabajo se planied la
hipitesis de que los dos receptores RIL-2 y ¢-Kit colaboran eén la
profiferaciin celular, mediante la fosfonlacion &n tirosina de la cadena |1
por parte de c-Kit. Se observd que SCF induce proliferacin, y la
coestimulacién con IL-2/SCF produjo un efecto aditivo, medido por la
lécnica de timidina tritiada. Esto indica que la presencia de ambos
factores de crecimiemto activan la proliferacidn. Se encontrd que el
receptor c-Kit fosforila RIL-2f por la técnica de Western blol, y que al
utilizar inhibideres de lirosing cingsa especificos conlra c-Kil disminuye la
fosforilacion de RIL-2(). Nuestros resullados sugieren que ¢-Kit regula la
proliferacion celular y colabora con otros receptores como el RIL-2/H
mediane la fosforilacidn en este proceso. Describimos aqui un nuevo
sustrato de c-Kit, |a cadena [} del RIL-2, cuya activacion puede afectar la
proliferacion celular da lineas que expresan  ambos receplores fales
como linformas y carcinoma cervical, en donde la presencia de c-Kit
puede conferr sobrevivencia y sostener la proliferacion de linajes
celulares, proporcionando informacion valiosa sobre la regulacion del
microamixente celular nommal 0 en proceso neoplasico,

EL USD DE PROTEINAS DE FUSION COMO MODIFICADORES
DE LA RESPUESTA INMUNOGENICA DE LINFOCITOS DE
SANGRE PERIFERICA, R Runge!, Corona, MT Corona Ortepa, +
MPenmchet y B, Weisy  Steider.  Unmidad e Irvestigacion  on
Diferenciacion Celular y Cancer. FES-Zaragoza UNAM, Méxteo D17
México -l mcorservidorwumms. # Depariment of Microbiology
and Genenie Umversity of California

Recientemente  las teemicas de ingemieria genética han permindo el
disefio v produceion de anticucrpos biespecificos ast como b produceon
de proteinas de fusion que en la actuahidad tienen imparante aplicacion
en la climea para ¢l tratamiento de diversos tipos de tumores con
rezultados alentadorce. Uno de los desarrollos mas importantes en este
aspecto ha sido |a generacion de moléculas que portan 1L-2 para proveer
la acumulacion de niveles adecuados de esta citocina en ¢l microambiente
wmoral para mnducir una respuesta inmune adecuada.  Finalmente,
debemos mencionar que Ja generacion de anticucrpos  biespecificos
dirigidos contra el RIL-2 v alguna molécula de adhesion, la generacion de
una proteina de fusion  con estos  determnantes pormitivia s
maodificacion de la respuesta mmune i vieee e i vive Con el propdsito
de evaluar ¢l cfeeto de una proteina de fusién que porta dos moléculas de
IL-2 sobre la activacion in virro de Leucocitos de Sangre Periférica, en ol
presente trabajo se evaluo por medio de la téemca de cnstal violeta, MTT
v tincién con giemsa la proliferacion de leucocitos de sangre penférica
humana, en presencia de diferentes coneentraciones de las proteinas de
fusidon  TAPW, TAAK OLD usando como control positive I1L-2
recombinante humana (rlL-2h). Los resultndos a 7 v 15 dias muestran que
tanto r1L-2h como las proteinas de fusion inducen una gran activacion de
la proliferacion, sin embargo ¢l porcentaje de proliferacion en presencia
de los anticuerpos supera ¢n un 40% a la obtenida con ril-2h. Esto nos
hace pensar que ¢l uso de proteinas de fusidn son una buena alternativa
para  modificar la respuesta biologica de leucocitos humanos con ¢l
propasito de inducir o detener su prohferacion v por ¢l hecho de contar
con un anticuerpo dirigido hacia antigenos particulares de lus células
blanco esto permitiria una manipulacion controlada.

PRESENCIA DE M-CSF EN LOS MEDIOS CON DICIONADOS
DE LAS CELULAS 32D DIFERENCIADAS HACIA EL LINAJE
MONOCITO-MACROFAGO POR EL CASEINATO DE SODIO
(CasNa). G. Ramos B. Manrique, B, Weiss, E. Santiago, FES
“Zaragoza”, UNAM, Mexico D.I

Debido a que recientemente reportamos que el Caseinato de Sodio
(CasNa), induce diferenciacion hacia el linaje monocito-macréfago
de la linea progenitora mieloide 32D, el objetive del preseme
trabajo es determinar 81 en este evento se libera alpuna(s) citocina
implicada en la diferenciacion  macrofagica.  Métodos  y
Resultados: Se realizo una cinetica de diferenciacion (0 a 5 dias) de
las células 32D en presencia o ausencia de 2 mg/ml de CasNa y los
medios condicionados (MC's) fueron colectados.  La presencia de
factores estimuladores de colonias en los MC's fue evaluada en
cultivos semisalidos en agar con células de meédula osea de raton
Solo los MC's del 3% 4* y 5% dia de los cultivos con CasNa
presentaron una fuerte actividad generadora de colonias (96, 108 y
115 colonias/pozo respectivamente). La tincion con Giemsa reveld
la generacion de colonias del linaje monocito-macrofago (84%).
Como esta actividad es tipica del factor estimulador de colonias de
macrofagos (M-CSF), al adicionar el anticuerpo anti M-CSF de
raton a los ensayos de colonias se observo un bloqueo contundente
Conclusiones: Los resultados sugieren que en los MC's de las
células 32D watadas con CasNa, existe M-CSF, por lo que es
posible gue este sea el responsable final del efecto diferenciador
promovido por e CasNa. De comprobar que las células
progenitoras son capaces de secretar citocinas y utilizarlas para su
propia diferenciacion, sugiere que este tipo de células tienen un
papel mas activo en el control de la hematopovesis de lo que hasta
hov se ha propuesto.

Trabujo spayade por FAFIT INZI339T, UNAM, *Becano de CONACY T-DGAPA

CARACTERIZACION FUNCIONAL DE DISTINTOS COMPONENTES
DEL MICROAMBIENTE HEMATOPOYETICO DE PACIENTES CON
SI'N'D'ROME M.[ELOD]SPLA&I('O

¢ ' Pizeute 1%, Mayagi H*. Loborstorio de
Hematopoyesis, Umdad de Invcsl:gncwn Meédica en Enfermedades Oncoldgicas®
Servicio de Hematologia, Hospitel de Especialidades® Centro Médico Mactanal
Siglo XX1. IMSS, México D F.

Se  ha demostrado qué en el microambiente hematopayético (ME) de los
pacientes con sindrome miclodisplisice (SMD) existe una sobreproduccion de
citocinas inhibidoras, una dismunueion en la seerecion de citocinas estunuladors
¥ un incremento en la apoptosis. Sin emburgo estos estudios se han realizado en
biopsias y capas de estroma (otles, por o que no ha sido posible distinguir qué
elemento o elementos del microambicnte se encuentran alleradas, v & csa
alterucign s debe o la influencia de algin otro factor. Por la anterior ¢l objetivo
del presente estudio fee el tabajar con pablaciones enriquecidas y aistadas de los
compaonentes mas abundantes del MH [fibroblastos (representun o frocemdn na
hematopoyética) v macrdfagos (derivan de Ia fraccion hematopoyctica)l v estudir
su funcionalidad. Se obmvieron aspirados de médule osca tanto de pacientes (17)
como de médula dsea normal (MON) (14). Se sepamron  por adberencia las
fraceiones de fibroblustos y macrdfagos (el grado de pureza fue superior al 85%) v
se evaluaron; los miveles de las citocinas (mediante la téenica de FLISA), factor de
necrosis twmoral alfa (TNFa), e interleucing & (11-6); los niveles de apoprosic
(TUNEL) ¥ se valord el efecto del medio condicionado de ésias subpoblaciones
sohre progenitores hematopoyéticos (cultives semisdlidos de menleclulosa),
También se midié la proliferacidn de fibroblastes (por mcorporacion de
bromodeoxi-uridina) y s& evalud su nimero de progenitores (cultive liquido), No
se encontro diferencia en el crecimiento de fibroblastes, ya que el nimere de
progenitores v su cinética de proliferacion fue semejante al de médula dsea normal.
Tampoco se enconim une diferencin en los niveles de apoptosis en macrifagos v
fibroblastos aislulos de pacientes y MON, Los macrofagos de pacienies no
producen mias TNFa ni IL-6 cuande se encuentran aislados, sin embargoe su medio
condicionsdo mhibe ¢l crecimiento de progenitores nomales. Los fikroblastos de
pucicnies producen una mayor cantidad de IL-6 v a diferencia de ot fihrohlastas
normales, éstos producen TNWFa. Los resultndos sugieren gue en pacientes con
SMD, ln poblaciin de fibroblastos se encuentra alterada. Es necesario realizar
estudios para establecer ln cansa de dicha alteracion, una posibilidad es que los
fibroblastos provengan de ta clona maligna, o bien, que se encuentren infectados
por algun tipo de virus,
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PROLIFERACION Y EXPANSION in vitre DE CELULAS CD34+
DE SANGRE DE CORDON UMBILICAL EN RESPUESTA A
DISTINTAS COMBINACIONES DE CITOCINAS,

d . Laboratorio de Hemmivpoyesis, Unidad de
Invcsh:uuun Médice en Enfermedades Oncologicas. Centro Médico Nacipnal Sigho
XXL IMSS, Mexico DUF.

El ¢studio de células progenitoras hematopoydticas (CPH) de la sangre de
cordén umbilical (SCU) ha adquinde gran selevancis dusante los ditimos afios,
debido a fa creciente aplicacion que se les ha dado en la clinica. En el preseme
trabajo, analizamos o cinética de proliferncion ¥ eapansion de dichas células en
cultivos liguidos a largo plaze, en wusencia de estroma y en presencia de diferentes
comhinaciones de citocinas recombinantes. Utilizando un sistema inmunomagnetico,
obtuvimos poblaciones enriguecidas cn célilas CO34+, las cuales fueron cullivadas
bajo cinco condiciones distintas: a) en ausencia de citocinas recombinantes, b) en
presencia de SCT ¢ IL-6 (cockiel bisico), ¢) en presencia de SCFIL-6+GM-
CSF+G-CSF (cockiel micloide) . d) SCF+IL-6+11-3+EPO (cocktel entroide) y <) las
seis citocinas juntas (cockiel mixw), En ausencia de citocinas, las CPH fucton
mcapaces de prolifesar, decreciendo en cantidad  hast un 10% del numero iicial
después de 20 dias de cultivo, En presencia del cocktail basico, se observd una ligers
proliferscion (incremento de 4 veces al din 20k s emburgo, po se ohservh
expansitn de CPH. En presencia del cockiail micloide se observo un incremento de
280 veves en ¢l mimero total de células (dia 20) ¥ un merementoe de 7.5 veces en ¢l
nimern de CPH {dia 10). En presencia del cocktail entroide, ¢l meremento miximo
en gl nimero celular ambién fue de 200 veces {dia 15), sin embargo, no se observa
expansion de CPH en el dia 10 de cultivo, Finalmenie, en presencia del cockmail
mixto, muevaments s¢ abservé un incremento de 200 veces en el nimero tatal de
células, sunque la expansion de CPH fuc reducida (1.7 veces al dia 10). Nuestros
resultados indican que, st bicn los cocktails micloide, eritraide y mixto favorecen cn
igual magnimd I proliferacién de las CPH de SCU, ¢l primero de ellos es el que
Favorece en mayor medida b expansion de dichas células. Futuros estdios melmim

& las citomnus TPO v FL para explorar la pasibilidad de una mayor expansion de
CPH.

INCIDENCIA EN EL TIPO DE REARREGLO MOLECULAR
BORABL EN PACIENTES CON LEUCEMIA MIELOIDE
CR{}\H(A

almn E. B,;,uzj *Bies E. 'Gar ‘lgnacio G Cnme? E,

“Herrera I, 'D!:Iggdgl Rubio ME, “Pizzuto J, *Rico BC,

Mggc_z(‘_&._rn!lq] ‘Chﬂla [T Argna RM. 'Kofiman S, 'Genética,
Hospital General de Mexico y Facultad de Medicing, UNAM.
Mexlm DF Hematologia ‘Hospllni Regional #25, Momcn‘ey N.L.
"Hospital de Especialidades CMNO, Guadalajara, Jal "Hospital
Regional #1 Gabriel Mancera, México, DF. ‘Hospital de
Especialidades, CMN SXXI, México D F. IMSS

La translocacion reciproca 1(9,22)(q34.1:911.2) presente en los
pacientes con leucemia rnie]nide cronica (LMC) fusiona los genes
ABL en 9q34 con BCR en 22q11, generando un gen fusionado
BCRABIL v una proteina quimerica [P210]. Dependlcndu de donde
ocurta la ruptura en BCK se weneran dos diferentes tipos de
transeritos principalmente 42a2 y #3a2. La incidencia de uno u otro
rearreglo varia en las diferentes series reportadas; siendo mas
frecuente el tipo h3a2 (67%).
OBJETIVO: Determinar la incidencia del rearreglo HCR AR en
medula Osea de 144 pacientes con LMC en fase cronicn de move,
METODOS: Se realizd extraccion de RNA de médula osea y se
amplifico el rearreglo BCRABL por RT-PCR anidada. Los productos
de PCR se visualizaron por electroforesis ¢n gel de agarosa, tefido
con bromuro de efidio. RESULTADOS y DISCUSION. Todos los
casos [ueron positivos para algun tipo de rearreglo BCRABL, en 100
pacientes (64.4%) fue del tipo b2a2 de 385ph, en 38 (26 4%) fue del
tipo h3a2 con 425pb y en 6 casos (4.2%) se presentaron ambos
rearreglos [b3a2 b2al]. Se observo una mayor incidencia del
rearreglo lipo A2a2 esta diferencia observada en la distribucion de los
transcritos comparada con la literatura podria ser por los diversos
métodos empleados, sin embargo no podemos descanar diferencias
¢tnicas

IDENTIFICACION DE ALTERACIONES DEL GEN CBF [(CORE
BINDING FACTOR] EN PACIENTES CON LMA

'Irigoven M, 'Arana RM, “Rubio ME Bgz E Garces 0. “Dugue 1,
“Giamez B Castro MA. "Cay ) uiz E_*Villarreal G, *Rubi
B. ‘Batista B, "Sanchez E, 'Faleon E, "Rico BC, *Deleado J, “Pizzuto
1. 'Kofman 8.'Genética, Hosp Gral Méx. vy Fac de Medicina, UNAM,
Hematologia “HR#| GM, México, DF ‘HR#25, Monterrey, N L
*HE CMNO, Guadalajara, Jal. 'CETS, HG $Sa y HG#1, Chihuahua;
“HE CMN SXXI, México D F, 'HE#71, Torreon, Coahuila; *HE#1
CMNNO Cd. Obregdn, Son. IMSS

Los  CBF  [core-binding-factor]  son  factores  que  activan
transcripeion v que se asocian con diversos rearreglos cromosomicos
en LMA. La subunidad CEFer [0 AML] esta codificada por 3 genes
localizados en 6p21, 21922 y 1p35-36; ¥ fa subunidad CHFF mapea
en 16q22 Las alteraciones cromosdmicas en LMA que afectan estos
genes son principalmente 1(8,21), inv(16), t(16,16) v del(16q). Estos
rearreglos generan transcritos de fusion con diferentes rupturas en los
genes CHIF que pueden ser detectados por RT-PCR
OBIETIVO: ldentificar los rearreglos de los genes (B en pacientes
con LMA y correlacionar con el diagnostico y cariotipn, METODOS!
Cariotipo en médula Gsea por tecnica directa y/o cultivos de 72 hrs,
con analisis por bandas GTG. Se obtuvo RNA de muestras de médula
osea y/o sangre, por ¢l método de Fenol/Cloroformo/Isatiocianato de
Guanidina. Se amplificaron los transcritos de fusion AMLETE) de la
t(8:21) v CBEAAYHIT de la inv(16) v 1(16:16) por RT-PCR simple
y anidada. Los productos de PCR se visualizaron por electroforesis
en gel de agarosa, tefiido con bromuro de enidio. RESULTADOS. Se
estudiaron 19 pacientes con M2 v 14 con M4. Diez casos de M2
tenian 1(8,21), 6 de M4 inv(16), |1 cariotipo normal (6 M2 y 5 Md)
y en 6 el cariotipe no fue evaluable (3 M2 y 3 Md4). En 21/33
pacientes [63.7%] se identifico algin tipo de rearreglo molecular de
CHF, que se correlaciona con el diagnostico v los hallazgos
cromosdmicos.

CROMOSOMA FILADELFIA Y REARREGLO MOLECULAR
BORABL EN PACIENTES CON LEUCEMIA MIELOBLASTICA
AGUDA
lI’u.ur E, 'Aran.a RM (in-mex E. Rubm ME {‘awtru MA, 'Falcon E
bnnche;, E._hiﬂdﬂd LY 2Pli’zum 1, '"Kofman S 'Genética, Hospital
General de México v Facultad de Medicina, UNAM Hematologia
‘Hmsp de Especialidades, CMN SXXI, "Hosp Regional #1 Gabriel
Mancera, Mexico, DI 'Hosp de Especialidades #71. Torreon,
Coahuila; IMSS

Se ha informado que aproximadamente 1% de las LMA presentan
w922 q3d.ql 1) A mivel molecular se reporta que expresan la
proteina P190 producto del gen fusionado BCRARL, sin embargo
coma su frecuencia ¢s baja no hay datos concluyentes. No se descarta
que expresen la P210 del rearreglo BCRARL caractenstico de la
LMC o bien otras variantes como P230. OBJETIVO: Determinar el
tipo de rearreglo molecular BCRAHL en medula osea de 4 pacientes
con LMA de povo y cromosoma Filadelfia positive. METODOS. Se
realizd cariotipo en medula 0sea v se analizd con bandeo GTG, Se
extrajo RNA y se amplifico el rearreglo BCRAKL por RT-PCR
anidada. Se wsaron secuencias de amplificacion para los dos
principales transeritos de P210 h3a2 v b2a2, para ¢l rearreglo ¢lal
de P190 y ¢/Ya2 de P230. Loz productos de PCR se visualizaron por
electroforesis en gel de agarosa, tefiide con bromuro de etidio,
RESULTADOS y DISCUSION: Los pacientes fueron 3 masculinos v
un femenine de 17 a 34 afos con diagndstico de M2 (2 casos), M1 y
M7 En el cariotipo todos los pacientes presentaron metafases
normales v células con 1(9,22) en igual proporcion ¥ un caso tenia
ademis metafases hiperdiploides (=50 cromosomas) En el estudio
molecular todos los casos fueron positivos para el rearreglo ¢ /a2 de
P190 BCRABL. La paciente con M7 presento ademas del rearreglo
ela2 un transerito del tipo h2a2 correspondiente a P210 La co-
expresion de estos dos reareglos puede ser originada  por
procesamiento alternativo [splielng]. Se correlacionan estos hallazgos
con las caracteristicas clinicas de los pacientes.
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