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1. RESUMEN

La leucemia linfobldstica aguda (LLA) es la principal causa de mortalidad por
enfermedad en nifios a nivel mundial, a pesar de que mas del 70% tienen remision
completa, un 30% presentan recaida y actualmente no se cuenta con una
herramienta diagnoéstica que permita identificarlos. Por ello, esta investigacion tuvo
como proposito desarrollar una prueba de laboratorio que brinde informacion
personalizada sobre la sensibilidad y resistencia a farmacos en pacientes con LLA
para que contribuya a la optimizacion de su tratamiento, mediante el uso de
organoides como sistemas de estudio de leucemia infantil y simuladores de la
biologia de la médula 6sea leucémica, que permitan evaluar la sensibilidad o
resistencia de la célula leucémica a los agentes quimioterapéuticos. Para el
establecimiento de las plataformas se utilizo la linea celular de estroma murino OP9
para la construccion de esferoides, asi como lineas celulares de LLA y blastos
leucémicos derivados de pacientes. Los sistemas de organoides tridimensionales
fueron expuestos a diferentes agentes quimioterapéuticos y la viabilidad de las
células tumorales fue monitoreada a través de exclusion de azul de tripdn y por
citometria de flujo. Aunque la sensibilidad/ quimiorresistencia a diferentes agentes
quimioterapéuticos fue variable, se demostré la potencial aplicabilidad del sistema
para monitoreo temprano de la respuesta a la terapia y para identificar perfiles

qguimiorresistentes.



2. INTRODUCCION
La leucemia linfoblastica aguda (LLA) Infantil es una las principales causas de
morbilidad y mortalidad en todo el mundo. Las leucemias agudas son un grupo de
enfermedades malignas oligoclonales de la médula ésea (MO), caracterizadas por
el dominio de blastos altamente proliferativos que sustituyen progresivamente el
tejido hematopoyético normal, ocasionando un descenso progresivo de las células
troncales hematopoyéticas y, en consecuencia, la pérdida funcional de la
hematopoyesis por la agresion a los nichos hematopoyéticos. Los avances en su
investigacion durante la Gltima década nos han permitido comprender mejor su base
genética y biolégica para el tratamiento farmacologico, a pesar del éxito de los
esquemas de quimioterapia actuales, mas del 30% de los pacientes leucémicos no
alcanza remision completa y recaen de manera temprana, en la mayoria de los
casos con un desenlace fatal, sin poder identificar a la poblacibn mas vulnerable o
con mayor tendencia a desarrollar resistencia a la terapia ya que no existe en el
mundo alguna plataforma para predecir la respuesta biolégica temprana de los

agentes quimioterapéuticos.

Los mecanismos de resistencia a agentes quimioterapéuticos incluyen una mayor
actividad de bombas expulsoras de farmacos, transferencia de proteinas anti-
apoptoéticas por parte de las células del microambiente, cambios metabdlicos e
induccion de estados de quiescencia. Por otro lado, la existencia de células
iniciadoras de la leucemia con propiedades de troncalidad sugiere que son la

poblacion responsable de los fendmenos de resistencia y la recaida.

Tanto las células troncales hematopoyéticas como los blastos leucémicos son
altamente dependientes de sus nichos en la MO. De los distintos nichos
hematopoyéticos descritos, el nicho formado por células estromales mesenquimales
parece ser de mayor relevancia para los progenitores linfoides debido a los factores
gue producen. Antecedentes del laboratorio han demostrado que el mantenimiento
de blastos leucémicos se ve favorecido a través de co-cultivos con esferoides
estromales. Los organoides leucémicos estan compuestos por células estromales 'y

blastos que en conjunto simulan algunas caracteristicas de la médula 6sea como la



hipoxia que favorecen las propiedades de troncalidad. Por lo tanto, hipotetizamos
gue este sistema podria ser trasladado para investigar el efecto de la quimioterapia

en las células leucemias en un contexto microambiental simulado in vitro.



3. ANTECEDENTES
3.1 Antecedentes generales

3.1.1 Hematopoyesis

La produccion de las células del torrente sanguineo es un proceso complejo y
altamente regulado que inicia en las células troncales hematopoyéticas (CTH) que
de forma gradual y ordenada dan lugar a progenitores y precursores que formaran
las distintas células maduras circulantes. A este proceso se le conoce como
hematopoyesis y tiene lugar en la medula ésea (MO) desde el nacimiento y hasta el
fin de la vida (1).

Como poblacion seminal del sistema hematopoyético, las CTH poseen dos
propiedades importantes: la autorrenovacion y la multipotencialidad. Se ha descrito
que hay una CTH por cada 100 mil células nucleadas de la MO y sélo 5 a 10% de
ellas estan en mitosis. Al dividirse, una de ellas permanece como una CTH para
mantener su numero y una de las células hijas puede iniciar los programas de
diferenciacion linfoide y/o mieloide, las cuales corresponden a menos del 0.5% del
total de células de la MO. A lo largo de la diferenciacion la multipotencialidad se va
restringiendo concomitante a la ganancia de funciones especializadas especificas
de cada linaje maduro. El compartimento de células precursoras es reconocible por
su morfologia a pesar de su inmadurez y pueden ser identificados a través de
microscopia de luz con la ayuda de tinciones convencionales. Las células
precursoras constituyen la gran mayoria de las células de la MO (un poco mas del
90% de las células hematopoyéticas residentes en la cavidad medular). Finalmente,
los precursores hematopoyéticos al madurar generan a las células sanguineas
circulantes que se clasifican en dos grandes linajes: mieloide y linfoide (Figura 1)
(2). Dentro del mieloide se encuentran los granulocitos (neutrofilos, baséfilos y
eosinofilos), monocitos, macréfagos, eritrocitos, megacariocitos, células cebadas y
células dendriticas mieloides, mientras que en el segundo reconocemos a los
linfocitos B, los linfocitos T y diversas subpoblaciones de células linfoides innatas (o
linfocitos innatos), incluidas las ceélulas NK, y algunas categorias de células

dendriticas de pasado linfoide. Las células de linaje mieloide son producidas a



través de un proceso dinamico conocido como mielopoyesis, en tanto que las de

linaje linfoide son producto de la linfopoyesis (3).
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Periferia

. Mielopoyesis

Figura 1. Mapa de la Hematopoyesis Humana. La presencia de las células sanguineas maduras es
el resultado de un proceso altamente organizado, regulado por factores transcripcién y por sefiales
microambientales a partir de las células troncales hematopoyéticas (CTH) dentro de la médula 6sea,
con excepcion de los linfocitos T, cuya diferenciacién ocurre en el timo, después de que sus
progenitores migren desde la médula ésea. Progenitor Multipotente (PMP), Progenitor Linfoide
Comun (PLC), Progenitor Mieloide Comun (PMC), Progenitor Eritroide/Megacariocito (PEM),
Progenitor Granulocito/Monocito (PGM), Progenitor Monocito Dendritico (PMD). (Modificado de
Pelayo, Balandran y Ruiz-Arguelles. Academia Nacional de Medicina, 2018).



3.1.2 El microambiente hematopoyético

A partir del nacimiento y hasta la muerte del individuo, la médula 6sea (MO) es el
principal 6rgano hematopoyético. Es un tejido esponjoso que se localiza en el
interior de los huesos y esta formado por varios componentes celulares como el
componente hematopoyético, y el estromal, destacando las fracciones
mesenquimal y endotelial (4). Las células troncales estromales mesenquimales
(CTM) conforman al componente mesenquimal y dan lugar a los osteoblastos,
adipocitos y condrocitos, que también forman parte del nicho medular. En cuanto al
componente vascular que esta integrado por células endoteliales que participa en

el trafico celular y de nutrientes (4).

Tanto las CTH, las células progenitoras tempranas y las terminalmente
diferenciadas crecen en estrecha comunicacion con el microambiente de la MO
donde estan expuestas a combinaciones y concentraciones variables de citocinas y
factores de crecimiento (4). Las CTH y los progenitores no se encuentran
distribuidos de forma aleatoria, sino que, viven en estrecha cercania de poblaciones
estromales que facilitan las propiedades de troncalidad a lo largo de la vida. Se
propone que, el “nicho” debe satisfacer dos criterios: que en él resida la célula

progenitora in vivo y que promueva su mantenimiento (5).

Dentro del microambiente hematopoyético y su enorme complejidad celular, se
reconocen tres zonas 0 nhichos formados por diversas poblaciones no
hematopoyéticas que rigen la homeostasis del desarrollo inmuno-hematopoyético a
lo largo de la vida, fundamentada en la alta organizacién celular y zonas de baja
tension de oxigeno, hipoxia (Figura 2). El nicho endosteal u osteoblastico: se
encuentra en superficie 6sea mantenido osteoblastos, producen altos niveles de
CXCL12, SCF (stem cell factor), Wnt, Notch, trombopoyetina, N- Caderina y
angiopoyetina-1. El nicho vascular estd formado por el endotelio celular de los
sinusoides y arteriolas que expresan moléculas de adhesion, como P-selectina,
VCAM-1, ICAM-1 y a su vez, también producen factores de nicho como CXCL12,
SCF, entre otros, regulan principalmente el trafico y la comunicaciéon hacia la

periferia. Por otro lado, el nicho reticular/perivascular esta conformado por células



estromales mesenquimales, poblaciones que expresan Nestina, el receptor de
Leptina y Prx1 y se superpone con las células CAR (del inglés, CXC12-abundant

reticular cells) que producen los niveles mas altos de CXCL12 (6).

Célula CAR (Célula reticular con
budante expresién de CXCL12)

MSC (Célula estromal mesenquimal)
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Figura 2. Componentes del Microambiente Hematopoyético. A la luz del conocimiento actual y
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gracias a la investigacién en ratones se conocen nichos hematopoyéticos para las células troncales:
el nicho endosteal esta soportado por osteoblastos y se ubica en el endostio cerca de la superficie
del hueso, mientras que el nicho reticular o perivascular comprende a células endoteliales y células
mesenquimales especializadas en la liberacién de CXCL12. En gran coordinacién, el microambiente
hematopoyético promueve las propiedades de troncalidad y regula las decisiones de diferenciacion
hacia los diferentes linajes sanguineos maduros. (Pelayo R, Balandrdn JC & Ruiz-Arguelles.

Ontogenia de la inmunidad. Academia Mexicana de Medicina, 2018).

Los experimentos que han dado luz para el descubrimiento de las células que
establecen los nichos que permiten el desarrollo de células linfoides y su funcion
han sido realizados en ratones reporteros y/o genéticamente modificados. En este
sentido, los ratones deficientes en la produccién de IL-7 carecen de todas las células
del sistema linfoide, por lo que este es uno de los factores linfopoyéticos clave (7).
En etapas previas a la expresion del receptor de IL-7, existe otra molécula que
regula el desarrollo linfoide, que fue definido inicialmente como SDF-1 (factor



derivado de estroma 1) y posteriormente identificado como la quimiocina CXCL12,
que principalmente, estimulaba la proliferacion de linfocitos B (8). De forma
reiterada, los modelos experimentales han permitido sefialar que el CXCL12
expresado por osteoblastos forman el nicho linfoide méas temprano del que se tiene
conocimiento, ya que la interrupcion genética de esta quimiocina produce un
decremento en las células progenitoras linfoides, pero no de las CTH o de los

progenitores mieloides (9).

La expresion funcional de CXCR4 (el receptor de CXCL12) es esencial para la
produccion eficiente de linfocitos B, NK y células dendriticas plasmacitoides ademas
de ser indispensable para el mantenimiento de CTH en el nicho, por lo que su
interrupcion también es letal para la linfopoyesis. El raton reportero de CXCL12
ayudo a evidenciar la localizacién de las células reticulares CAR a lo largo de toda
la MO. Las investigaciones mas recientes sefialan que IL-7 y SCF también son
producidas abundantemente por poblaciones de CAR, lo que las coloca como el

principal nicho linfoide (5).

Aunque el nicho endosteal se ubicada en la superficie 6sea, el microambiente
hematopoyético es un continuum celular donde los nichos vasculares y
perivasculares son abundantes a lo largo de la topografia de la MO para formar
unidades hematopoyéticas que proveen a las células en desarrollo los factores de
crecimiento y citocinas necesarias para su diferenciacion, mantenimiento y

proliferacion (1).

De gran interés, las células estromales mesenquimales (CEM) han sido
investigadas por sus propiedades inmunorreguladoras, ya que son altamente
productoras de IL10, lo que favorece la formacion de poblaciones reguladoras o
supresoras de la respuesta inmune. Hasta el momento se desconoce su papel en
el desarrollo de los componentes celulares de inmunovigilancia, pero fuertes
evidencias derivadas del estudio de neoplasias hematolégicas malignas sugieren
su participacion inhibitoria o activadora de fenotipos inmunosupresores en la MO, lo
que potencialmente tendria valor en la dinamica de crecimiento tumoral y vigilancia

inmunologica.



La evidencia del posible papel de las CEM en la fisiopatologia de las enfermedades
hematoldgicas emana tanto de estudios clinicos, como de experimentos en modelos
animales ya que la modificacion en la expresion de algunas moléculas en las CEM
puede inducir enfermedades mieloproliferativas, displasias hematologicas e,
incluso, la transformacion leucémica de las células hematopoyéticas. Se ha
demostrado que la delecion de la endonucleasa Dicerl del procesamiento de
MIARN  selectivamente en  osteoprogenitores mesenquimales induce
hematopoyesis marcadamente desordenada (10) y la expresion de [B-catenina
nuclear en células de linaje osteoblastico (11) lo cual produce fenotipos aberrantes
hematopoyéticos, aunque la aberracion esté presente en las células del estroma.
Dicerl es una endonucleasa de ARNasa lll esencial para la biogénesis de miARN
y el procesamiento de ARN. Los miARN regulan el destino de las células
hematopoyéticas y la regulacion negativa global de los miARN por la delecion de
Dicerl promueve la tumorogénesis de una manera autonoma de las células
cancerosas. En conjunto, estos hallazgos indican que lesiones genéticas en el
microambiente de la MO tiene el potencial de promover enfermedades
hematoldgicas. Lo cual, de manera interesante, sugiere que el microambiente juega

un papel importante en el inicio de programas patologicos (12).

3.1.3 Leucemia linfoblastica aguda

La hematopoyesis es un proceso altamente regulado y cuando sus mecanismos
controladores se ven alterados pueden desencadenarse patologias graves. Dentro
de las enfermedades hematoldgicas, las de mayor frecuencia durante la edad
pediatrica son las leucemias agudas, un grupo de enfermedades malignas
oligoclonales de la MO, caracterizadas por el dominio de blastos altamente
proliferativos que sustituyen progresivamente el tejido hematopoyético normal,
ocasionando un descenso progresivo de las CTH y, en consecuencia, la pérdida

funcional de la hematopoyesis por la agresion a los nichos hematopoyéticos.

Se hipotetiza que la leucemia se inicia por mutaciones dentro de una CTH o células
en diferenciacion que adquieren propiedades de troncalidad, lo cual desencadena

la incapacidad de las células precursoras para madurar y alteraciones en el ciclo



celular. Aunque su etiologia no ha sido del todo esclarecida, su estallido esta ligado

a eventos macroambientales y microambientales que inducen dafio al DNA, tales

como la radiacion ionizante, factores quimicos como el benceno, cloranfenicol y

otros agentes alquilantes (13).

3.1.4 Epidemiologia

De acuerdo con el tltimo reporte GLOBOCAN del 2018, las leucemias forman parte

del 54.3% de otros tipos de cancer que reporta, con un 1.3% de su prevalencia. Si

delimitamos la incidencia en edades menores a 19 afios, las leucemias representan

el 28.6% (figura 3), siendo la principal causa de muerte infantil por enfermedad con

un 36.8% (figura 4).

Leucemia
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5% 8%
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Total 272603
Figura 3. Porcentaje de incidencia de cancer en
personas de 0 a 19 afios en ambos sexos en el
mundo. (GLOBOCAN, 20180). LNH, Linfoma No
Hodgkin; SBN, Sindrome Bing Neel.
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Figura 4. Porcentaje de muertes por cancer en

personas de 0 a 19 afios en ambos sexos en el

mundo (GLOBOCAN, 2018). LNH, Linfoma No
Hodgkin; SBN, Sindrome Bing Neel
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En México se reportd en 2018 que el cancer de mayor incidencia en poblacion
menor de 19 afos fue la leucemia con una incidencia de 28.9% (figura 5) y
mortalidad del 48.2% (figura 6). De estos numeros un 25% corresponden a
leucemia linfoblastica aguda (LLA), siendo el principal mal que aqueja la poblacion

infantil, teniendo este grupo una recuperacion promedio del 75% (14).

Del nimero de leucemias agudas que aquejan a la poblacién infantil mexicana,
nuestro grupo reportd que un 13.27% corresponden a leucemia mieloide aguda y
tan solo un 8.85% corresponden a LLA de linaje T. Mientras que un 26.55%
pertenecen a LLA de subtipo ProB, un 19.47% son PreB y un 31.86% a un linaje
mixto ProB/PreB. Siendo asi la LLA de linaje B (LLA-B) la de mayor incidencia con
una suma de prevalencia del 77.88% (15). Se ha reportado en Oaxaca, que
alrededor de un 85% corresponden a leucemias de linaje linfoide y entre 15-20% a

un linaje mieloide (figura 7).
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Mieloide ,22.48%

Linaje Mixto, 0.46%
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Figura 3. Porcentaje de incidencia de Leucemias Agudas (LA) de edad pediatrica
en Oaxaca, México, 2018 (Modificado de Juarez-Avendario et al, 2020).

3.2. Antecedentes especificos

3.2.1 Células troncales leucémicas y células iniciadoras de la leucemia

La médula 6sea (MO) y en ocasiones el torrente sanguineo se ve poblado de blastos
de manera rapida durante las leucemias agudas. De acuerdo con los trabajos del
Dr. John Dick, una célula troncal leucémica es aquella capaz de iniciar la leucemia
mieloide con las mismas caracteristicas que en el paciente. En ese trabajo seminal
se ha confirmé la existencia de una poblacion CD34*CD38" carente de marcadores
hematopoyéticos de células maduras dentro de la MO leucémica capaz, de proliferar
y mantenerse en el tumor de forma indefinida gracias a su capacidad
autorrenovadora a través de trasplantes seriados en ratones inmunodeficientes
(16). Sin embargo, el Dr. J. Vormoor demostré que esto no se cumplia para las
leucemias linfoides ya que cualquier blasto puede en cualquier estadio de
diferenciacion funcionar como una célula iniciadora de la leucemia, sin el
requerimiento de cumplir con el inmunofenotipo clasico para CTH. Comprobando
asi la existencia de un modelo estocastico mas que un modelo jerarquico (17). Adn
Nno se conoce con precision como identificar a las células iniciadoras de la leucemia
(CIL) en leucemias linfoides por inmunofenotipo, pero su existencia y funcionalidad

es indiscutible.
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Se reconoce que dos poblaciones de células troncales coexisten en el nicho
hematopoyético leucémico, las células troncales hematopoyéticas (CTH) y las
células iniciadoras de la leucemia (CIL). El resto de los blastos de la leucemia se
diferencian de las CIL ya que estas se encuentran ciclando, no presentan
propiedades de troncalidad, no son tan dependientes del nicho y son blanco de la
quimioterapia debido a su alta tasa de proliferacion. Las CIL se caracterizan por
permanecer en quiescencia, por lo que no son afectadas por la quimioterapia
estandar, ademas de que se encuentran protegidas dentro del nicho leucémico. De
este modo se sospecha que deben ser las responsables de las recaidas (18).
Entonces, la existencia de las CIL y el papel protector del nicho hematopoyético son
factores cruciales para la respuesta y sensibilidad a la quimioterapia aplicada al

paciente pediatrico con leucemia aguda.

3.2.2 El microambiente hematopoyético leucémico

Como se menciondé previamente, el microambiente hematopoyético esta
conformado por tres grandes nichos: endosteal, reticular y vascular. Estos muros y
techos secretan factores de crecimiento, citocinas y otros nutrientes que permiten
el establecimiento de las CTH y el desarrollo normal del tejido. Durante el estrés
celular causado por la inflamacion asociado al crecimiento tumoral, sus
propiedades, composicion y arquitectura son editadas en favor de la malignidad
leucémica, comprometiendo la produccion hematopoyética normal (19).

Uno de los factores que primariamente se editan es CXCL12, las células de LLA-B
que colonizan nichos perivasculares CXCL12* desencadenan su regulacion
negativa y potencialmente el desplazamiento de las células CD34* normales (20).
Lo anterior es una evidencia de la prevalencia de defectos funcionales en los
componentes solubles y celulares del microambiente durante la LLA (21) asi como
el papel remodelador microambiental de los productos solubles de las células

leucémicas.

La remodelacion que sufren las células estromales mesenquimales (CEM) durante
la leucemia parece ser estable pero dependiente del tumor, lo cual sugiere eventos

epigenéticos completamente reversibles después de la remision debido al
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restablecimiento de la hematopoyesis normal (22). El nicho leucémico también
juega un papel crucial durante la evasion de la terapia, formando un obstaculo para
el tratamiento y proporcionando elementos anti-apoptoticos, de este modo, las
células leucémicas quedan protegidas por células estromales de la MO bajo un

santuario protector.

3.2.3. Organoides tridimensionales de células estromales mesenquimales

Similar a la linfopoyesis normal, los precursores de LLA de células B dependen en
gran medida de su microambiente ya que entran rdpidamente en apoptosis cuando
se cultivan incluso con las condiciones mas sofisticadas de nutrientes.
Particularmente, los ensayos funcionales con células primarias se han visto
obstaculizados por la incapacidad de expandir el tumor ex vivo. Los co-cultivos a
corto plazo de blastos leucémicos con CEM se han utlizado para probar
medicamentos terapéuticos y documentar la proteccién mediada por el nicho (23).
Sin embargo, los nichos protectores de CEM y el soporte leucemogénico no pueden
ser completamente imitados por los cultivos convencionales en monocapa en dos
dimensiones (2D) (24), debido a la falta de conectividad celular y sefiales hipoxicas
gue contribuyen al mantenimiento de la leucemia in vivo (25). En nuestro grupo de
trabajo se ha desarrollado un modelo tridimensional (3D) basado en esferoides
multicelulares de CEM de un tamafio proporcional al nimero de células que lo
integra, que permite el mantenimiento de blastos leucémicos (Balandran et al. en
revision). Este sistema de cultivo libre de andamios es capaz de recapitular al
interior un perfil hipdxico que se asemeja mas al escenario in vivo de la MO,
promoviendo a su vez las propiedades de troncalidad. Por otra parte, este modelo
de organoide leucémico promueve la produccion eficiente de factores del nicho, es
el caso de stem cell factor (SCF) y CXCL12 (figura 8). Otras de las ventajas es la
capacidad de mantener las propiedades leucemogénicas de las células de LLA-B,
ya que ciertas ceélulas ingresan dentro del organoide permaneciendo en
quiescencia. Interesantemente, la capacidad de CIL en modelos de xenotrasplante

es sustancialmente incrementada comparado con cultivos convencionales.
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Figura 8. A) Cultivo de células leucémicas en monocapa (2D) y B) cultivo de células leucémicas en
organoide (3D). El sistema tridimensional es capaz de emular el microambiente leucémico de la
médula ésea, en su interior un ambiente hipéxico para las células iniciadoras de la leucemiay en su
exterior la normoxia, donde los blastos leucémicos se mantienen con gran actividad metabdlica
(Modificado de Zambetti N. 2016; Balandran JC, 2017) (30)

Utilizando este modelo se ha demostrado que la colonizacién leucémica remodela
el nicho mesenquimal concomitante al desplazamiento de progenitores normales
cuyo contenido se ve drasticamente disminuido en la LLA-B (26,27).
Presumiblemente las CIL permanecen dentro ya que esta estructura le proporciona
un ambiente hip6xico altamente promotor de estados de quiescencia, a diferencia
de los blastos, que poseen una alta tasa de proliferacion y la secrecion de factores

inflamatorios que permiten la remodelacion del nicho hematopoyético.

En resumen, como parte de las interacciones dinamicas entre las células
leucémicas y el microambiente de la MO, nichos especificos proporcionan
santuarios donde éstas pueden evadir la muerte inducida por la quimioterapia y
adquirir un fenotipo resistente a los medicamentos. Los estudios sobre la biologia
de las células troncales o iniciadoras leucémicas en el contexto microambiental han
identificado blancos terapéuticos emergentes que incluyen receptores de
guimiocinas, moléculas de adhesion y proteinas relacionadas con la hipoxia, entre
otras (28,29).
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3.2.4 Quimioterapia como tratamiento de la leucemia aguda linfoblastica

El reconocimiento de la heterogeneidad de la LLA y sus implicaciones en el
prondstico obliga a realizar numerosos estudios durante el diagndstico, incluyendo
el fenotipo inmunologico de las células neoplésicas, estudios citogenéticos y/o
moleculares, etc. La mayoria de los especialistas dedicados al tratamiento de las
leucemias estan actualmente de acuerdo en que los tratamientos uniformes para

todos los pacientes con LLA son obsoletos (21).

La estrategia méas efectiva para el tratamiento de las leucemias agudas es la
guimioterapia, la cual se usa desde hace mas de 50 afios. Su estandarizaciéon
proviene del perfeccionamiento de afios de estudio y uso empirico. En 1786 Thomas
Fowler desarroll6 una combinacién de trioxido de arsénico y bicarbonato de potasio,
que mas tarde en 1865 H. Lissauer aplicé a pacientes con leucemia, convirtiéndose
hasta principios del siglo XX en la terapia estandar para esta enfermedad. Sin
embargo, su respuesta era impredecible. Fue hasta pasada la segunda guerra
mundial, que se observé que el gas mostaza eliminaba selectivamente a las células
del sistema hematopoyético y Goodman y Gilman analizaron el efecto de pequefias
dosis de mustina (un derivado del gas mostaza) en un paciente con linfoma no
Hodgking. Este paciente entré6 en remision completa, siendo esta la primera
demostracién de que el cancer podria ser tratado con agentes farmacolégicos.
Varios pacientes fueron tratados de la misma manera, sin embargo, unas semanas
después los pacientes recayeron y los sintomas reaparecieron con mayor
intensidad provocando la muerte. Por alguna razon los compuestos derivados de la
mostaza nitrogenada no podian ejercer un efecto duradero. Este fendbmeno se

repitié en pacientes con leucemia aguda y crénica.

En la década de 1940, Sydney Farber descubri6 que la produccién de células
hematopoyéticas y de blastos requiere de la utilizacién de acido folico. Con esto en
mente decidid utilizar aminopterina en pacientes con LLA, un antagonista del acido
félico sintetizado por Yellapragada Subbarao. Sus resultados fueron favorables,
extendiendo la vida de sus pacientes por mas de 6 meses, a diferencia del mes de

vida al diagnostico de la enfermedad. A partir de entonces Farber, reconocido como
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el padre de la quimioterapia moderna, emprendié una cruzada contra la leucemia
buscando mas farmacos con actividad antitumoral, motivando a nuevos institutos y
la creacion de centros de investigacion oncolégica a desarrollar nuevos
quimioterapéuticos con diferentes blancos de la célula leucémica. A partir de 1965,
la quimioterapia combinada habia llegado para quedarse. El conocimiento de la
actividad leucémica y el desarrollo de nuevos quimioterapéuticos, permitio que
grandes centros oncolégicos como el NCI, M.D. Anderson, St. Jude y Stanford
trataran a sus pacientes con distintas combinaciones de farmacos, esquemas o
protocolos que daban mejores resultados. Aunando a la quimioterapia, el trasplante

de MO vino a reforzar la estadistica de supervivencia en pacientes pediatricos (31).

Los esquemas de quimioterapias actuales consisten en 4 etapas de tratamiento: 1)
ventana esteroidea, 2) induccion a la remision, 3) consolidacion y 4) mantenimiento
(figura 9). El riesgo de que algunos pacientes desarrollen resistencia a farmacos
mas rapidamente que otros ha hecho que el tratamiento de eleccion de las LLA sea
quimioterapia intensa orientada a erradicar las clonas leucémicas antes de que
aparezcan los estados de resistencia. La ventana esteroidea tiende a identificar a
los pacientes con blastos resistente a los esteroides y poder asignar a una categoria
de riesgos (21). El siguiente evento es la induccién a la remision, fase de la
quimioterapia con la mezcla de mas de cuatro agentes quimioterapéuticos. Su
principal papel es disminuir el numero de blastos al punto de remitir la
sintomatologia del paciente. La fase de consolidacion consiste en eliminar los
blastos presentes en circulacion y MO. Y finalmente la fase de mantenimiento, se

concentra en la prevencién de la recaida.
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Protocolo HIMFG Esquema quimioterapéutico
1-28 dias 3 meses 120 semanas
| Ventana esteroidea |

Induccmn’a la | Consolidacion | Mantenimiento
Remision _
——
N N Alcaloides Antimetabolitos Antimetabolitos
Corticosteroides
S Metotrexato
e EHSINER] Metotrexato 6- Mercaptopurina
itarabina
Corticosteroides J N N
Corticosteroides
Dexametasona
Prednisolona
L-Asparaginasa Vineristina (VCR)
Dexorrubicina
Dok Citarabina Flopésido |

Antimetabolitos

| Intensificacion I
Dias 21, 28y 35

Figura 4. Fases de la quimioterapia. Los protocolos de quimioterapia para LLA pueden variar de

acuerdo con el grado de riesgo de la leucemia, entre hospitales y ain més entre paises. Sus
similitudes son que se basan a un protocolo eficaz ya fundamentado y probado, asi como las etapas
que involucra. Esquema quimioterapéutico para LLA de bajo riesgo del Hospital Infantil de México
Federico Gémez, basado en el esquema St, Jude (HIMFG, 2019).

Entre las etapas de induccion a la remisién y consolidacién, en pacientes de alto
riesgo se aplica la profilaxis al sistema nervioso central (SNC), con el fin de eliminar
o prevenir la infiltracion de blastos, ya que el SNC actlia como un santuario para los
blastos siendo protegidos por la barrera hematoencefalica permitiendo que la
quimioterapia no alcance las concentraciones adecuadas o0 inclusive no la

atraviesen.

Los quimioterapéuticos se utilizan en combinaciones debido a sus distintos blancos
terapéuticos sobre los blastos, estan disefiados para interactuar en su rapida
actividad mitotica, la velocidad de replicacion de las células sanguineas normales,
responsable de acuerdo con los calculos de Skipper, de generar dos mil millones de
células malignas por cada célula leucémica en dos semanas (31). Algunos de estos

quimioterapéuticos se muestran en la tabla 1.
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Tabla 1. Quimioterapéuticos y sus blancos celulares. La efectividad de los quimioterapéuticos sobre
los blastos de LLA esta relacionado a la alta actividad metabdlica que poseen, atacando un blanco
estratégico que propicie su muerte. (32-42)

Alquilantes Antimetabolitos

Antraciclinas (Antibiéticos
antitumorales)

Inhibidores de mitosis Inhibidores de TOPO-II
Enzimas Corticoesteroides
L-asparaginasa Prednisona
Dexametasona

Inhibidor de formacion del uso mitdético Dafio al DNA Antifolato

Inhibicion de topoisomerasa ll Sintesis de acidos nucleicos
*El color de letra indica el blanco celular respecto al color de cuadro.

La quimioterapia aplicada en pacientes con LLA pediatricos, logran una sobrevida
mayor al 90% en paises desarrollados y un 20% de fracaso al tratamiento, es decir,
recaida o incluso la muerte. La razén de que en paises en vias de desarrollo se
tenga una sobrevida menor puede deberse a distintos mecanismos intrinsecos y
extrinsecos, donde la de mayor peso es la alta prevalencia de factores moleculares
de mal pronéstico como el retraso en la deteccion oportuna de la enfermedad
minima/medible residual (EMR).
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3.2.5 DL50 de los medicamentos de quimioterapia

En trabajos anteriores realizados en el laboratorio de Oncoinmunologia (CIBIOR-
IMSS) se realizaron las pruebas de dosis-respuesta para determinar la dosis letal
50 (DL50) para cada quimioterapéutico. Las concentraciones se muestran en la
tabla 2.

Tabla 2. DL50 para cada quimioterapéutico.

Daunorrubicina (Dau) | 5.5x10"° mmol/pL
Dexametasona (Dex) 5.6x10°mmol/ pL
Vineristina (Vin) 2.16x10% mmol/ puL
Citarabina (Cit) 4.11x10"*mmol/ pL
Metotrexato (Met) 5.5%10"*mmol/ puL

3.2.6 Quimioterapéuticos y mecanismo de accion

3.2.6.1 Citarabina (ara-C)

La Citarabina es un andlogo de desoxicitidina comunmente utilizado en el
tratamiento de enfermedades hematolégicas malignas, pero sin actividad en
tumores sélidos. Este medicamento es uno de los agentes individuales mas activos
en el tratamiento de la leucemia mieloide aguda. La penetracion intracelular de ara-
C depende de la concentracién plasmatica. Con regimenes que incluyen dosis
convencionales de ara-C (concentraciones plasmaticas de 0.5—-1 pyM), la expresién
del transporte de nucledsidos equilibrante humano que facilita la proteina 1 (hENT1)
es el factor limitante de la tasa de absorcion de ara-C. El resultado clinico es pobre
en pacientes gue tienen mieloblastos con baja expresion de este transportador (32).
Una vez dentro de la célula, el paso limitante de la velocidad en el anabolismo
intracelular es la conversion a arabinosil CMP por la desoxitidina cinasa. La ara-C
se descompone en el metabolito no téxico uracil arabinosido por la citidina
desaminasa y el arabinosil CMP puede desfosforilarse por las 5'-nucleotidasas
citoplasmaticas (33). La citotoxicidad de la ara-C es causada por la inhibicién directa
de las ADN polimerasas y la incorporacion de arabinosil CTP en el ADN, lo que

conduce a la terminacion de la cadena y la detencion de la sintesis de ADN.
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3.2.6.2 Daunorrubicina (DNR)

Daunorrubicina es una antraciclina, agente antineoplasico usado como componente
estandar de diversos regimenes para el tratamiento de leucemias (34). Es un
antibiético antitumoral producido por Streptomyces coeruleorubidus y S. peucetius
(35). La DNR es un farmaco antineoplasico que ejerce sus efectos
citotoxicos/antiproliferativos mediante la interferencia con una serie de funciones
bioquimicas y biologicas en las células blanco. Aunque no se ha aclarado
completamente el o los mecanismos exactos de la accion, en lo principal el farmaco
parece inhibir el ADN y la sintesis del ARN dependiente del ADN formando un
complejo con el ADN, via intercalacion entre los pares base y la hélice. DNR también
puede interferir con las actividades de la polimerasa y topoisomerasa Il, mediante
la regulacion de la expresion genética y reacciones de oxidacion/reducciéon (que
generan radicales libres altamente reactivos/tdxicos). También se ha postulado una
interaccion directa entre DNR y la membrana celular produciendo alteraciones en la
capa doble de la superficie celular. DNR es maximamente citotoxica durante la fase

S, pero el farmaco no es especifico en cuanto a ciclo o fase (34,35).

3.2.6.3 Dexametasona (DEX)

Los glucocorticoides como la dexametasona, fueron los primeros medicamentos
introducidos en el tratamiento de la LLA hace mas de 50 afios y desde entonces se
han mantenido en el centro del tratamiento de la LLA y otras neoplasias linfoides
(36). Su blanco es el bloqueo de la sintesis de proteinas por accion directa sobre el
DNA (37). Los farmacos glucocorticoides, analogos sintéticos del cortisol, ingresan
a la célula principalmente a través de la interaccion con el receptor de
glucocorticoides NR3C1, que funciona como factor de transcripcion activado por
ligando. La sefializacion de glucocorticoides es integral en el control de la mayoria
de los sistemas fisioldgicos, induciendo respuestas amplias, diversas vy
pleiotropicas. En el tratamiento de la LLA y otros tumores linfoides, la terapia con
corticoides explota la capacidad de los glucocorticoides para inducir selectivamente
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la apoptosis en las células linfoides. Las respuestas transcripcionales a la activacion
del receptor de glucocorticoides son especificas del tejido y del contexto, y la
respuesta proapoptotica selectiva a la sefializacion del receptor de glucocorticoides
en las células linfoides depende de su capacidad para inducir la regulacion positiva
transcripcional de las moléculas de BCL2 en restringida por los linfoblastos de LLA,
que codifica el factor proapoptético BH3 a solo BIM (38,39). Gran parte de su
mecanismo de accion esta regulado por el papel de sus receptores, que muestran
una localizacion intracelular, los que activan diversos factores de transcripcion que
modifican la expresion de proteinas asociadas con la apoptosis como lo son la
molécula Bim, la granzima A, moléculas proapoptéticas como GPR65/TDAGS y

otras proteinas implicadas en la vias intrinseca y extrinseca de la apoptosis.

La importancia de la terapia con glucocorticoides en la ALL esta subrayada por la
fuerte asociacion de la resistencia primaria a los glucocorticoides con el mal
prondstico y la resistencia in vitro a los glucocorticoides se asocia con un prondstico
desfavorable (36).

En la LLA infantil se ha establecido el término pre-induccién con esteroides, estos
se administran de forma progresiva durante siete dias y al dia +7, se verifica la
cuenta de blastos en sangre periférica; si esta es menor de 1 x 10%/uL, se considera
como una respuesta favorable a esteroides, dicho hallazgo ha sido considerado de

prondstico favorable en diversas series pediatricas (37).

3.2.6.4 Metotrexato (MTX)

Es uno de los actuales quimioterapéuticos mas utilizados dentro de la induccion a
la remisién. Se le conoce como un antagonista del acido folico y en la actualidad es
utilizado no solo como tratamiento del cancer, sino también para el tratamiento de
artritis reumatoide, psoriasis y otras enfermedades autoinmunes. Otros usos son
para la prevenciéon de la enfermedad injerto contra hospedero después del
trasplante. Su uso en la LLA se ha convertido en componente de su esquema de
tratamiento con una remisioén en pacientes de alrededor de un 70% de nifios. Por el
contrario, con el linaje mieloide, el MTX es inefectivo en el tratamiento de leucemia
mieloide aguda (LMA) (40).
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La absorcion de metotrexato estd mediada por el transportador de folato SLC19A1
y por una via endocitica activada por un receptor de folato. Una vez dentro de la
célula, el MTX es poliglutamilado por la enzima folilpoliglutamato sintasa, formando
poliglutamatos de metotrexato. Como consecuencia inhiben la enzima dihidrofolato
reductasa capaz de convertir el dihidrofolato (FH2) en tetrahidrofolato (FH4) dentro
de la via encargada de donar a&tomos de carbono para la sintesis de novo de
purinas, pirimidinas y poliaminas, lo que conduce a una deficiencia de
tetrahidrofolato y sus derivados de aductos de carbono en las células que se
replican. La falta de tetrahidrofolato conduce a un deterioro de la sintesis de purina

y timidina, una inhibicion de la replicacion del ADN y muerte celular (40).

La muerte celular causada por el MTX depende de la duracién de la inhibicion de la
enzima, el nivel de reduccién de folatos en la célula y la presencia de otros factores
gue inhiben la apoptosis, por ejemplo, productos del gen p53 mutante o un aumento

en la expresion del gen BCL-2 (40).

3.2.6.5 Vincristina (VCR)

La vincristina se ha utilizado ampliamente en la terapia contra el cancer por mas de
30 afos (41). La vincristina, conocida como alcaloide de la vinca, es un aislado de
las hojas del Catharanthus roseus, es un agente anticancerigeno antimitotico que
se usa para tratar varios tipos de cancer (leucemia, linfoma, mama, pulmon,
neuroblastoma). La vincristina es un agente en la terapia de induccion y
mantenimiento de la LLA infantil. La VCR se une a la subunidad B-tubulina de los
heterodimeros a/B-tubulina, al desestabilizar la estructura provoca la
despolimerizacién de los microtibulos. Como los microtibulos son cruciales para la
division celular, son objetivos efectivos para la terapia contra el cancer. Ademas, la
interaccién coordinada de los microtubulos con otros componentes del citoesqueleto
es esencial para muchos procesos celulares y estudios protedmicos recientes han
identificado cambios en las proteinas de union a la tubulina y las proteinas de union

a la actina en las lineas celulares de leucemia resistente a los antimicrottbulos (42).

En conclusion, el tratamiento actual de las leucemias agudas consiste en la

combinacion de farmacos que permiten atacar diferentes ejes regulatorios que
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controlan la proliferacion celular que van desde inhibidores del ciclo celular,
moléculas quelantes del DNA e interruptores de las sintesis de proteinas y
antimetabolitos (Figura 10).

Inhibidores
topoisomerasa ll
(ara—C) a—

|quifantes |

~ - ‘Antraciclinas
(Dex, ciclofosfamida);

Inhibidores (DNR)
de mitosis

(VCR)

Antimetabolitos
(MTX, ara-C, Dex,)

Figura 10. Blancos moleculares del tratamiento farmacolégico de LLA. Panorama general del nivel
de los blancos moleculares de los quimioterapéuticos dentro de una célula leucémica. VCR-
Vincristina, Dex-dexametasona, ara-C-citarabina, DNR-daunorrubicina, MTX-metrotexato (32-42).
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4. JUSTIFICACION

El cancer es la principal causa de muerte en la poblacion de nifios por enfermedad,
donde las leucemias son las mas frecuentes. A pesar del éxito de los esquemas de
guimioterapia actuales, mas del 25% de los pacientes leucémicos no alcanza

remision completa y recaen de manera temprana, con un desenlace fatal.

Debido a la gran heterogeneidad biolégica y molecular de este grupo de
enfermedades no ha sido posible identificar a la poblacion mas vulnerable o con
mayor tendencia a desarrollar resistencia a la terapia, principalmente por la falta de
modelos experimentales que permitan el mantenimiento de células leucémicas in
vitro; y por la alta dependencia de las células leucémicas con su microambiente

dentro de la medula 6sea.

El estdndar de oro para estudiar las enfermedades de sistema hematopoyético es
el sistema de xenotrasplante en ratones inmunodeficientes, sin embargo, requiere
de cierta infraestructura y cuidados especiales, lo que genera costos elevados para
su mantenimiento. En el laboratorio hemos disefiado una plataforma tridimensional
de cultivo a partir de las células estromales mesenquimales que dan soporte a las

células leucémicas ex vivo a muy bajo costo.

A la fecha, el factor pronéstico de mayor peso es el tratamiento suministrado y la
enfermedad minima/medible residual (EMR). Sin embargo, esta medicién se realiza
una vez que se inicia el tratamiento. La implementacién de un sistema que permita
simular las propiedades de la MO que impacte en el mantenimiento de las células
leucémicas serd indispensable para probar los agentes quimioterapéuticos y
evaluar sus respuestas tempranamente. Adicionalmente, contar con una
herramienta prondstica que incluya sefiales microambientales para identificar a los
pacientes quimiorresistentes de manera temprana serd de alto beneficio para el

especialista clinico en la toma de decisiones terapéuticas.
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

México es uno de los paises con mayor mortalidad por leucemia linfoblastica aguda
(LLA), tasa que se ha ido incrementando considerablemente. El estado del arte
actual de los factores con mayor peso en la prediccion de la recaida es la
determinacion de la enfermedad minima/medible residual (EMR) aunque cada vez
se encuentra al alcance de la mayoria de los pacientes, la EMR se realiza una vez

que se inici6 el tratamiento para monitorear su eficacia.

Ni los blastos leucémicos o las células iniciadoras de la leucemia (CIL) funcionan
como unidades autbnomas e independientes, sino que dependen en gran medida
del microambiente de la MO, que les ofrece un nicho de proteccion mediado por
interacciones dinamicas y sefales reguladoras esenciales para su mantenimiento,
proliferacion y supervivencia. Al ser la LLA una enfermedad que inicia 'y progresa en
la médula ésea, y considerando que la compleja estructura tridimensional de este
organo es decisiva para la organizacion de nichos especializados, el estudio integral
de dicha patologia requiere el entendimiento de la alta comunicacion celular de su
microambiente en la malignidad por lo que el desarrollo de nuevas terapias debe

considerar al microambiente.

No existe en el mundo alguna plataforma para predecir la respuesta temprana de
los agentes quimioterapéuticos individuales o en combinacion antes de su
aplicacion en los pacientes y mucho menos en contexto del microambiente donde
la enfermedad se desarrolla por lo que la implementacion de una plataforma de
prediccién de respuesta terapéutica temprana resulta bastante atractiva para la

medicina de precision.
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6. HIPOTESIS CIENTIFICA

Los organoides como sistemas de estudio de leucemia infantil y simuladores de la

medula O0sea leucémica, permitiran evaluar la sensibilidad o resistencia de las

células leucémicas a los agentes quimioterapéuticos.

7. OBJETIVOS

7.1 Objetivo general

Desarrollar una plataforma de laboratorio que brinde informacién
personalizada sobre la sensibilidad y resistencia a farmacos en pacientes con
leucemia linfoblastica aguda y que contribuya a la optimizacion de su

tratamiento.

7.2 Objetivos particulares

Estandarizacion del modelo 3D a través de lineas celulares de LLA-B.

Evaluacion de la viabilidad celular a través de citometria de flujo de las
células leucémicas expuestas a diferentes farmacos y en combinacion en

cultivos 3D.

Generar organoides individualizados con células primarias de pacientes
leucémicos y determinar el grado de sensibilidad/quimiorresistencia a

diferentes agentes quimioterapéuticos.
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8. MATERIAL Y METODOS

8.1 Disefio del estudio

El presente proyecto tiene un enfoque de investigacion cuantitativo, con la finalidad
de estudio analitico, de secuencia temporal longitudinal de cronologia prospectiva y
por su control de la asignacion de factores de los hechos, es experimental con papel

traslacional.

8.2 Ubicacion espacio temporal

La investigacion se aplico a todas las muestras de trabajo que corresponden a
aspirados de médula 6sea pediatricas obtenidas del Hospital de Especialidades del
IMSS, Puebla, asi como del Hospital Infantil Federico Gémez de la CMDX durante

los afios 2019 y hasta marzo del 2020.

8.3 Estrategia de trabajo

La investigacion se realizo después de recuperar cada aspirado de médula 6sea de
pacientes pediatricos al diagnostico de LLA. Se trabajo con todas las muestras
obtenidas durante los periodos comprendidos en el espacio temporal. Se obtuvieron
células mononucleares de cada muestra y se colocaron en co-cultivo con esferoides
de células estromales OP-9. Se incubaron con los agentes quimioterapéuticos y se
evaluo su viabilidad a las 48 horas por citometria de flujo y por exclusion de azul de
tripano. Se evaluaron los datos con el software FlowJo y la estadistica por GrandPad
Prisma 6.

8.4 Muestreo

8.4.1 Definicion de la poblacién
Pacientes pediatricos del sexo masculino o femenino menores de 18 afios que

fueron diagnosticados con LLA libres de tratamiento.

8.4.2 Seleccion de la muestra
Aspirados de médula 6sea en tubos de recoleccion con un volumen mayor a 1 mL
de aquellos pacientes pediatricos que fueron diagnosticados con LLA de recién

inicio de su patologia.
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8.4.3 Criterios de seleccion de la muestra
8.4.3.1 Criterios de inclusion
e Muestras de aspirados de medula 6ésea (AMO) de pacientes pediatricos con
LLA al diagndstico.
e Menores de 18 afios de sexo femenino y masculino.
e Pacientes cuyos padres leyeron y firmado la carta de consentimiento

informado.

8.4.3.2 Criterios de exclusion
e Muestras de AMO de pacientes pediatricos con LLA de recaida o enfermedad
minima residual.
e Mayores a 18 afos.
e Muestras con viabilidad celular menor del 70% o de tiempo de
procesamiento superior a 1 dia.

8.4.3.3 Criterios de eliminacion
e Muestras de AMO que no sean de LLA, viabilidad celular menor al 50%.
e Muestras provenientes de AMO de pacientes en remision o en tratamiento.
e Muestras que no sean de LLA.

e Pacientes cuyos padres no aceptaron participar.

8.4.4 Disefio y tipo de muestreo
Por la naturaleza del estudio este trabajo tiene un disefio no probabilistico y un
muestreo por cuotas, ya que se seleccionan a todos los pacientes que cuenten con

la descripcioén de la definicion de muestra.

8.4.5 Tamafio de la muestra
El nimero recolectado de muestras de AMO de pacientes con LLA infantil durante

el espacio temporal establecido.

8.5 Definicion de las variables y escalas de medicion
Para el estudio se definieron las siguientes variables, las primeras corresponden a

variables categoricas cualitativas y son:
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e Sensible a la quimioterapia: el resultado arroja muerte celular de células
leucémicas tras aplicar quimioterapia después de 48 horas de tratamiento.
¢ Quimiorresistente: el resultado arroja viabilidad celular de células leucémicas

tras aplicar quimioterapia después de 48 horas de tratamiento.

8.6 Método de recoleccion de datos

Se utilizaron aspirados de médula 6sea de pacientes pediatricos con LLA obtenidos
por meédicos oncoélogos profesionales de las instituciones participantes. Se
condujeron los co-cultivos y la viabilidad fue evaluada por exclusion de azul
de tripano y citometria de flujo, utilizando marcadores celulares de superficie y

moléculas impermeables alquilantes del DNA.

8.7 Técnicas y procedimientos

Lineas celulares

Células de leucemia linfoblastica aguda de células B: Nalm6, REH y RS4:11 de un

bajo pase celular obtenidas de ATTC y cultivadas en las condiciones especificadas.

Células estromales médula 6sea de ratbn OP9 y MS-5 de bajo pase celular

obtenidas de ATTC y cultivadas en las condiciones especificadas.
Muestras bioldgicas

Aspirados de medula 6sea (AMO) de pacientes con LLA pediatricos.
Obtencion de células mononucleares

A partir de AMO las células mononucleares fueron recuperadas a través de un
gradiente de densidad. Brevemente, las muestras fueron diluidas con PBS 1X en
proporcion 1:1. Por otro lado, en tubo falcon estéril de 15 ml se colocd el mismo
volumen de Ficoll de la muestra previo a la dilucion y sobre el Ficoll se coloco la
muestra diluida procurando no romper las fases. Se centrifugdé a 400 g durante 20
minutos y se recupero el anillo de células mononucleares (CMN) formado entre la

interfase del plasma/PBS 1X y el Ficoll.

Formacion de esferoides y monocapas de células estromales OP9
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25,000 células OP9 en un volumen de 100 microlitros de medio de cultivo alfa-MEM
suplementado con suero fetal bovino (SFB) y antibiéticos, se sembraron en placas
de 96 pozos de fondo plano para los escenarios 2D y en placas de 96 pozos de
fondo redondo recubiertos de agarosa 1% para los cultivos 3D, y fueron incubados
a temperatura de 36,5 °C, 5% CO2. Posterior a 24 horas, las monocapas y/o

esferoides estromales estaban listos para los siguientes experimentos.
Preparacion de quimioterapéuticos

Por cada quimioterapéutico por separado, se mezclaron 999 puL de medio RPMI con
1 pL de Daunorrubicina (5.5x10® mmol/uL), Dexametasona (5.6x10*mmol/ L),
Vincristina (2.16x103 mmol/ pL), Citarabina (4.11x10“*mmol/ pyL) o Metotrexato
(5.5x10°°mmol/ pL). Para la combinaciéon (Mix) de farmacos se mezclaron 995
microlitros de medo RPMI y 1 uL de cada agente. Para el grupo control se usé medio
RPMI (vehiculo).

Ensayo de sensibilidad induccion a la remision

Los experimentos incluyeron 3 escenarios de cultivo denominados “Libre de
estroma” (LE), “Monocapa” (2D) y “Esferoide” (3D). En el primer escenario se
sembraron 7 pozos con 50,000 células mononucleares en un volumen de 50 uL de
medio RPMI, a un pozo se colocaron 50 puL del medio con la concentracién de
trabajo de cada agente quimioterapéutico y el control. Para el escenario 2D las CMN
se co-cultivaron con la monocapa de OP9 previamente preparada, se adiciond el
mismo numero de CMN en presencian de los agentes quimioterapéuticos. Para el
escenario 3D, se agregaron en cada pozo con un esferoide formado, 50,000 células
de las lineas celulares, CMN o blastos leucémicos purificados en presencia de los
agentes quimioterapéuticos y control. Los cultivos permanecieron a 36,5 °C, 5%
COzdurante 48 horas.

Viabilidad por exclusion de azul de tripano (AT)

Al pasar 48 horas de incubacion, las células fueron cosechadas. Para los co-cultivos
en 2D, las células leucémicas o CMN se recuperaron cuidadosamente con ayuda

de la pipeta evitando despegar la monocapa estromal. Para el caso de los cultivos
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3D, el organoide fue retirado cuidadosamente, lavado con 100 pL de PBS 1x en otro
pozo y finalmente incubado en 100 L de tripsina 0.25% a 36,5 °C durante 10
minutos. Posterior a la incubacion, el esferoide se disgregd mecanicamente con
ayuda de la pipeta para obtener una suspension celular. Para cada condicion se
determind la viabilidad celular en cAmara de Neubauer con ayuda del microscopio

optico combinando 10 pL de cada muestra'y 10 yL de AT.
Citometria de flujo

Las células recuperadas de cada condicion se colocaron en tubos de 5 mL y se
incubaron con el anticuerpo anti-CD45 y/o anti-CD19 y marcadores de viabilidad
celular como DAPI y/o 7-AAD durante 15 min a temperatura ambiente. Pasado el
tiempo de incubacién se realizaron lavados con 1 mL de PBS 1 x centrifugando a
1500 rpm durante 5 min. El sobrenadante fue descartado y el botén celular
resuspendido con 200 uL de PBS 1x. Las muestras se adquirieron en el citbmetro
FACSCanto Il (BD Biosciences).

8.8 Analisis de datos
Los datos se analizaron utilizando el software FlowJo 10.0.8 (LLC). El software
GrandPad Prism V6 (GraphPad) se utiliz6 para realizar andlisis de datos

estadisticos.

8.9 Disefio estadistico
La diferencia dentro de los grupos se establecié mediante pruebas ANOVA de dos
vias y aplicando estadistica no paramétrica Kruskal-Wallis, considerando valores de

probabilidad significativos <0.05.
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9. RESULTADOS

9.1 Evaluacion de la permeabilidad de los organoides leucémicos a doxorrubicina.

Se prepararon organoides leucémicos con esferoides estromales OP9 y la linea
celular NALM6 co-cultivados por 48 horas. Posteriormente, los organoides se
retiraron cuidadosamente de cada pozo, se lavaron y se incubaron con
Doxorrubicina 5 nM por diferentes tiempos. Después de la incubacion, se digirieron
enzimaticamente y se realizdé el marcaje de CD45 para distinguir a los blastos
leucémicos de las células estromales mediante citometria de flujo. La doxorrubicina
es capaz de permear al interior de la estructura tridimensional de los organoides
debido a la adquisicion de fluorescencia roja tanto en la poblacion de blastos CD45*
(recuadro rojo) y en la poblacion estromal (recuadro verde) a medida que pasa el
tiempo de incubacion (Figura 11). La permeabilidad de los organoides por el

farmaco también fue confirmada por microscopia de fluorescencia (Figura 11).

0 min 5 min 10 min 20 min

CD45

Figura 11. Los organoides leucémicos son permeables a farmacos como doxorrubicina. Diferentes
organoides leucémicos fueron incubados con doxorrubicina (doxo) 5nM durante 5, 10 o0 20 minutos.

Posteriormente, fueron lavados, digeridos enzimaticamente y marcados con CD45. Se muestra el
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porcentaje de cada poblacion (panel superior). La permeabilidad de organoides OP9-GFP (verde)
formados con células NAML6 (azul) para la doxorrubicina (rojo) fue confirmada por microscopia de

fluorescencia (panel inferior).

9.2Las células leucémicas quedan protegidas de la quimioterapia al interior de los
organoides.
Una vez confirmada la permeabilidad de los organoides a agentes terapéuticos se
evaluaron las posibles diferencias en la viabilidad celular entre las poblaciones del
interior de los organoides y aquellas que se encontraron en el exterior al momento
de la cosecha. Para investigar lo anterior, diferentes organoides leucémicos fueron
incubados con Daunorrubicina, dexametasona, vincristina, Citarabina, metotrexato
o0 en combinacion (MIX) durante 48 horas. Posteriormente, los organoides fueron
retirados del pozo del cultivo, lavados y disgregados enzimaticamente. Las
suspensiones celulares del exterior de los organoides y aquellas obtenidas tras la
digestion enzimética fueron sometidas a un marcaje con CD45 y DAPI.
Interesantemente, el tratamiento con dexametasona y prednisolona no mostré
diferencias significativas entre los grupos. Sin embargo, existen diferencias entre la
viabilidad de las células que habitan el interior (azul) de las estructuras con aquellas
que residen fuera (verde) de las mismas bajo tratamiento con vincristina, Citarabina,
metotrexato o la combinacién (MIX) (Figura 12a). Estos resultados confirman que
las células que residen al interior de los organoides quedan protegidas contra
algunos agentes quimioterapéuticos (Figura 12b). En contraste, las células que
habitan nichos externos resultaron sensibles a algunos farmacos y al tratamiento

combinado (Figura 12c).
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Figura 12. Las células leucémicas quedan protegidas de la quimioterapia al interior de los
organoides. (A) Organoides leucémicos fueron expuestos durante 48 horas a diferentes farmacos
y la viabilidad celular de los blastos CD45* fue evaluada a través de citometria de flujo en las células

recuperadas del (B) interior (azul) de los organoides y del (C) exterior (verde). p <0.05.
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9.3Estandarizacion de las plataformas de prediccion de resistencia/sensibilidad a
farmacos a través de lineas celulares de LLA-B.

Para la construccion de los organoides de medula 6sea se utilizo la linea celular
OP9 vy tres lineas celulares de LLA-B: NALM6, REH y RS4:11. Para evaluar la
actividad antitumoral de los farmacos de la quimioterapia estandar, las células
leucémicas se cultivaron en escenarios libres de estroma (LE) o en co-cultivo con
monocapas (2D) y en esferoides estromales (3D) en presencia de las diferentes
drogas terapéuticas durante 48 horas. Debido a las observaciones previas, para el
caso del modelo 3D se optd por comparar Unicamente la viabilidad en las células
del exterior al momento de la cosecha con las demas condiciones de cultivo (Figura
13). Los resultados obtenidos a través de las diferentes lineas celulares sugieren
que todos los farmacos empleados comprometen la viabilidad de las células
leucemias en condiciones libre de estroma (LE) a excepcion del tratamiento con
dexametasona y prednisolona (Figura 13A-C). La combinacion de farmacos (MIX)
sugiere tener un efecto aditivo ya que disminuye la viabilidad celular de forma

estadisticamente significativa (Figura 13).

Mientras que la daunorrubicina impacta significativamente en la viabilidad de las
células REH y RS4:11, los co-cultivos en 2D reducen su efecto, sobre todo en los
escenarios 3D (Figura 13B y C). Observaciones similares fueron encontradas para
el tratamiento con vincristina y citarabina para las células NALM6 (Figura 13A y C).
Interesantemente, esta linea celular resulto estar mejor protegida por el

microambiente tanto en los sistemas 2D y 3D (Figura 13A).
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Figura 13. Sensibilidad de lineas celulares leucémicas tratadas durante 48 horas con farmacos
guimioterapéuticos en cultivos libre de estroma, 2D y 3D. (A) 50,000 células de la linea NALM6
REH o RS4:11 fueron sometidas a diferentes tratamientos con farmacos de la quimioterapia estandar
por 48 horas en escenarios libre de estroma (negro) o co-cultivadas en monocapas 2D (azul) o
esferoides 3D (verde) del estroma OP9. (B) Estrategia de andlisis por citometria de flujo luego de
marcaje con DAPI de las células viables. (C) Las graficas muestran el porcentaje de viabilidad para

cada linea celular comparando por condicion y por tratamiento p<0.05.
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Gracias a la implementacion de lineas celulares se logré estandarizar la plataforma
de produccion de respuestas terapéuticas Unicas y combinadas. A pesar de que las
células NALM6, REH y RS4:11 fueron derivadas de la misma enfermedad, nuestros
resultados demuestran que tienen sensibilidad variable a los farmacos, sin
embargo, la sensibilidad queda criticamente reducida cuando las células leucemias
se encuentran bajo la proteccion de células estromales del nicho. Aunque las lineas
celulares presentan resistencia a dexametasona y prednisona, la Daunorrubicina y
la Citarabina tienen efectos de eliminacion sustanciales en las células REH a través
de cultivos libre de estroma, pero su efecto se reduce sustancialmente en cultivos

2D y 3D como puede apreciarse en el qguimiograma (Figura 14).
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Figura 14. Mapa de calor del quimiograma de tratamiento de leucemia aguda en lineas
celulares de LLA-B. Se muestra la sensibilidad (azul) o resistencia (rojo) a farmacos de la terapia
estandar para las lineas celulares NALM6, REH y RS4:11 leucemia aguda tratadas en sistemas libre

de estroma (LE) o en co-cultivo en monocapa (2D) o esferoides (3D) estromales OP9.

9.4 Sensibilidad de células mononucleares de pacientes con LLA al diagndstico a
los farmacos terapéuticos.

Se evalud la sensibilidad de células mononucleares (CMN) aisladas de aspirados
de médula 6sea de 3 pacientes diagnosticados con LLA. Las CMN se cultivaron en

escenarios libres de estroma (LE) o en co-cultivo con monocapas (2D) y en
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esferoides estromales (3D) en presencia de las diferentes drogas terapéuticas
durante 48 horas. Para esta serie de experimentos se realizd cuenta por exclusion
de azul de tripan para conocer la densidad celular en los cultivos y la viabilidad fue
evaluada por marcaje de DAPI por citometria de flujo. Los resultados obtenidos
mostraron una gran heterogeneidad entre las respuestas a farmacos, asi como al
crecimiento en las condiciones experimentales de cultivo. De especial interés, la
viabilidad de las CMN de uno de los pacientes sugiere resistencia a daunorrubicina
en sistemas LE, sin embargo, el nimero de células totales confirma su parcial
eliminacion al compararse con el control. No obstante, los cultivos 3D incrementan
la viabilidad para casi todos los farmacos y de forma alarmante que el nUmero de
células del tratamiento combinado (MIX) es comparable con el control (Figura 15A).
Sorprendentemente, la viabilidad de otro paciente no varié a pesar de los diferentes
tratamientos, aunque el numero total de células se logra reducirse en cultivos LE,
los sistemas 2D y 3D logran mantener un mayor numero de células viables luego
del tratamiento mixto (Figura 15B). Para otro caso, la resistencia a dexametasona
y vincristina parece ser aparente en sistemas LE (Figura 15C). Contrastantemente,
los sistemas 2D y 3D sugieren lo contrario cuando se analiza el nUmero absoluto
celular. Llama la atencion que la aparente sensibilidad a citarabina se pierde cuando
se combinan la terapia (Figura 15C). Una observacion similar puede apreciarse

para el tratamiento con metrotexato (Figura 15B).
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Figura 15. Sensibilidad de células mononucleares de pacientes con LLA-B a farmacos de la
quimioterapia. 50,000 células mononucleares de tres pacientes (A-C) fueron sometidas a diferentes
tratamientos con farmacos de la quimioterapia estandar por 48 horas en escenarios libre de estroma

(negro) o co-cultivadas en monocapas 2D (azul) o esferoides 3D (verde) del estroma OP9. Las
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graficas muestran las diferencias en el porcentaje de viabilidad (panel superior) y cuenta celular

absoluta (panel inferior) por condicion y por tratamiento.

Los resultados previos sugieren que los sistemas 3D pueden ser de utilidad para
predecir la respuesta clinica de los pacientes frente a cada farmaco de la terapia o
su combinacién. Aparentemente, las células de uno de los pacientes (P1) sugiere
una mayor resistencia al tratamiento destacando que vincristina y daunorrubicina
son los principales componentes en el perfil de resistencia. En contraste, segun los
datos obtenidos se espera que el paciente P2 responda mejor al mismo esquema
terapéutico (Figura 16). Desafortunadamente el desenlace clinico del paciente P1
no se conoce, sin embargo, el P2 presento recaida 8 meses después de haber
iniciado el tratamiento y el P3 fallecié. Aunque los resultados del quimiograma
sugieren buena respuesta al tratamiento en el P2 existen algunas clonas resistentes
gue posiblemente pudieran estar asociadas con la recaida (Figura 15B y 16),
mientras que el desenlace fatal del P3 puede estar ligado a la quimiorresistencia
observada en las plataformas.

A B
: . Paciente Desenlace clinico
Dexametasona {80 Resistencia
2 P1 Se desconoce
Vincristina p2 En recaida
160 P3 Fallecido

Daunorrubicina

Citarabina

1 40

Metotrexato

MIX

L Sensibilidad

Figura 16. Quimiograma para el tratamiento de leucemia linfoblastica aguda. (A) Se muestra la
sensibilidad (azul) o resistencia (rojo) a farmacos de la terapia estandar para células mononucleares
obtenidas de tres pacientes (P1-3) diagnosticados con leucemia aguda tratadas en sistemas

tridimensionales con esferoides estromales. (B) Desenlace clinico de los pacientes.
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9.5 La sensibilidad blastos leucémicos primarios a farmacos terapéuticos puede
determinarse a través de las plataformas tridimensionales.

Dado que el porcentaje de blastos leucémicos dentro de la poblacion de células
mononucleares es variable a través de los pacientes, se evalud la sensibilidad a los
agentes quimioterapéuticos en poblaciones de blastos preB
(CD45'°“CD19*CD10*CD34") altamente purificados a través de cell sorting (Figura
17).

Figura 17. Estrategia de gating para la purificacion de blastos leucémicos primarios a través
de citometria de flujo. Las células mononucleares (CMN) provenientes de aspirados de medula
Osea de dos pacientes con LLA-B fueron incubadas con anti-CD45, anti-CD19, anti-CD10 y anti-
CD34 en presencia de 7-AAD. Las CMN fueron sometidas a cell sorting a través del citometria
FACSAriall. La estrategia de seleccion (gating) de poblaciones de blastos con fenotipo preB
(CD45"°“CD19*CD10*CD34) se indica para ambas muestras.

Para tal objetivo se prepararon las mismas condiciones de cultivo: escenarios libres
de estroma (LE) o en co-cultivo con monocapas (2D) y en esferoides estromales
(3D) en presencia de las diferentes drogas terapéuticas durante 48 horas. El nimero
de células recuperadas al final de los cultivos se determind por cuenta de exclusion
de azul de tripan y la viabilidad a través del marcaje con DAPI por citometria de flujo.
Sorprendentemente obtenidos en los blastos para ambos pacientes sugieren

resistencia a la mayoria de los agentes terapéuticos a excepcion de la
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Daunorrubicina, donde aparentemente su presencia es suficiente durante el
tratamiento combinado para eliminar a la poblacion tumoral in vitro (Figura 18). Sin
embargo, el co-cultivo 2D de los blastos purificados incrementa la viabilidad de las
células leucémicas y en mayor medida a través de co-cultivos 3D (Figura 18).
Contrastantemente, el niumero total de blastos residuales fue mucho menor en los
sistemas 3D en el paciente 4 (P4) (Figura 18A) mientras que en el P5 la enfermedad

residual resultdé ser mas alta que el control (Figura 18B).
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Figura 18. Sensibilidad de blastos leucémicos primarios a farmacos quimioterapéuticos en el
contexto del nicho. 50,000 blastos altamente purificados de dos pacientes (A-B) fueron sometidos
a diferentes tratamientos con farmacos de la quimioterapia estandar por 48 horas en escenarios libre
de estroma (negro) o co-cultivados en monocapas 2D (azul) o esferoides 3D (verde) del estroma
OP9. Las graficas muestran las diferencias en el porcentaje de viabilidad (panel superior) y cuenta

celular absoluta (panel inferior) por condicién y por tratamiento.
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El andlisis de la viabilidad de los blastos purificados del P5 sugiere resistencia al

tratamiento con dexametasona, vincristina citarabina y metotrexato, mientras que el

tratamiento con daunorrubicina parece sensibilizarlos (Figura 19A). Los resultados

de la clinica del paciente 5 confirmaron la resistencia pronosticada por los datos

experimentales obtenidos a través del quimiograma (Figura 19B).
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Figura 19. Quimiograma para los blastos leucémicos. (A) El mapa de calor muestra la

sensibilidad (azul) o resistencia (rojo) a farmacos de la terapia estdndar para blastos altamente

purificados por citometria de flujo de dos pacientes (P4-5) diagnosticados con leucemia aguda

tratados en sistemas tridimensionales con esferoides estromales. (B) Desenlace clinico de los

pacientes.
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10. DISCUSION

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es la principal causa de muerte por
enfermedad en la edad pediatrica en todo el mundo, particularmente en paises en
desarrollo donde ademas la poblacion infantii se concentra. Estudios
epidemioldgicos han sefialado a Latinoamérica como una de las regiones de mayor
riesgo, y varios estudios han puesto a México como una de las naciones con mayor
tasa de morbilidad y mortalidad. A pesar de los avances en el diagnéstico y el
tratamiento, la resistencia a la terapia y las recaidas contindian siendo los principales

retos para la clinica.

La LLA es una enfermedad compleja y heterogénea donde méas de doscientas
mutaciones y rearreglos cromosomicos estan asociados lo que dificulta mucho la
posibilidad de hallar marcadores que puedan ser de utilidad para la clinica. Algunas
aberraciones han servido para categorizar a los subtipos moleculares en aquellos
de riesgo estandar o de alto riesgo, sin embargo, la respuesta terapéutica en
ocasiones opuesta a la reportada internacionalmente. Diversas hipotesis han
surgido por varios grupos de investigacion para explicar este fendbmeno, incluyendo
el papel del microambiente hematopoyético en la generacion de fenotipos

resistentes a la terapia.

Existen aproximaciones experimentales para investigar la resistencia o sensibilidad
a drogas terapéuticas, pero la mayoria de ellas no incluye al microambiente o estan
hechas a través de cultivos en monocapa que no logran simular la gran conectividad

celular y los nichos hipdxicos que existen in vivo.

En la dltima década, la oncologia moderna ha trasladado sus sistemas de
experimentacion a modelos tridimensionales basados en organoides debido a la
gran similitud de las respuestas bioldgicas que se observan in vivo, disminuyendo
asi el uso de animales y los elevados costos de su mantenimiento, ademas una
gran ventaja de los organoides es que permite tener un modelo de estudio a
microescala donde sus componentes son completamente de origen humano. El

microambiente juega un papel clave en la regulacion de la hematopoyesis normal,
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donde la alta conectividad celular es indispensable para el establecimiento de
nichos funcionales. Durante la leucemia estos nichos son remodelados y utilizados
por las células leucémicas para generar santuarios donde se protegen de la
quimioterapia. Aunque los organoides tumorales han sido explorados para otros
tipos de cancer, en nuestro laboratorio hemos sido pioneros en la aplicacion de
organoides para el estudio del nicho leucémico. Datos directos sugieren que células
iniciadoras de la leucemia (CIL) son reclutadas de forma preferente al interior de los
esferoides estromales para formar organoides leucémicos que se comportan como
unidades formadoras leucémicas. Lo anterior fue demostrado a traves de sistemas
de xenotrasplante donde el mayor injerto leucémico se obtuvo cuando se
trasplantaron las células recuperadas del interior de los organoides. Las CIL son
refringentes a los agentes quimioterapéuticos debido a sus propiedades de
troncalidad, por lo tanto, si los organoides promueven su mantenimiento, las CIL

deberan sobrevivir al tratamiento estandar.

En este trabajo confirmamos que las células leucémicas que habitan los nichos méas
internos pueden ser penetrados por moléculas con actividad farmacolégica como la
doxorrubicina. Debido a su naturaleza quimica, la doxorrubicina es fluorescente
cuando es excitada por una longitud de onda especifica (43). De este modo, fuimos
capaces de determinar su permeabilidad en los organoides a través del tiempo
cuantificando la fluorescencia roja en las células estromales y leucémicas que

conforman los organoides por citometria de flujo y microscopia de fluorescencia.

El clorhidrato de doxorrubicina (DOX) fue el primer quimioterapéutico usado contra
el cancer que recibié aprobacion clinica contra neoplasias malignas que incluyen
tumores solidos, leucemias, trasplantables y linfomas. DOX es una molécula
pequefia de aproximadamente 543.52 g/Mol y se encuentra encapsulado en
liposomas (44). Ademas, es un glicosido con caracter anfétero ya que por un lado
posee grupos fendlicos del anillo que le aportan caracter acido y por otro lado
presenta una funcion basica en el anillo de amino-azucar. Finalmente, el anillo de
antraciclina le aporta a la molécula caracter lipofilico que le permite difundir las

membranas celulares (45).
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Se ha descrito que las células leucémicas pueden colonizar los organoides debido
a la accion del eje CXCR4/CXCL12 (Balandran JC et al, en revision). Ademas, el
interior de los esferoides es altamente hipdxico y promotor de la quiescencia.
Posiblemente, las CIL son mas dependientes de este nicho para escapar de la
quimioterapia. Interesantemente, la viabilidad de las células leucémicas del interior
de los organoides tratados con agentes farmacolégicos fue significativamente
mayor comparada con las células de nichos externos. El analisis de ciclo celular de
las células leucémicas de los escenarios externos e internos dan soporte a este
hallazgo ya que la poblacion interna se encuentra en quiescencia mientras que las
del exterior se encuentran en proliferacion. Ademas, células con alta actividad en
bombas ABC expulsoras de farmacos también se enriquecen al interior de los
organoides (Balandran JC et al, en revision). En conjunto, los datos presentados
sugieren que las células tumorales se protegen de la quimioterapia gracias al
microambiente que habitan, y son altamente dependientes de estas sefiales dado

gue, en ausencia del estroma, las células malignas son mas sensibles a la terapia.

La construccion de plataformas altamente personalizadas debe tomar en cuenta la
implementacion de nichos del propio individuo, sin embargo, la derivacion de las
células estromales mesenquimales (CEM) humanas de la medula 6sea toma
alrededor de 3 semanas. No obstante, la linea celular OP9 derivada de fibroblastos
de la médula 6sea de ratén ha sido ampliamente utilizada debido a su gran soporte
hematopoyético in vitro (46) promoviendo importantemente los programas de
diferenciacion linfoide. Por este motivo, pensamos que un estroma genérico
proporcionado por esta linea celular seria de utilidad para evaluar el papel del nicho
en la proteccion de células leucémicas. La linea celular de fibroblastos humanos de
medula 6sea HS-5 fue considerada para este estudio, sin embargo, debido a la gran
cantidad de citocinas que favorecen la mielopoyesis su implementacion quedo
descartado ya que el mantenimiento de células linfoides quedaria en desventaja en

este nicho.

Para el establecimiento del sistema se utilizaron las lineas celulares Reh, RS4;11y

NALMB®, todas son de progenitores de células B derivadas de pacientes con LLA de
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primera recaida, a pesar de que las lineas celulares crecen en ausencia de estroma
otros trabajos de nuestro laboratorio han demostrado que responden a sefiales
microambientales. Cuando las lineas celulares fueron tratadas con los agentes
farmacoldgicos se observa que la viabilidad con dexametasona y prednisolona es
equiparable al grupo control, presumiblemente todas ellas pudieron haber generado

algun tipo de resistencia a medicamente del tipo esteroideo (47,48).

Al trasladar la plataforma de lineas celulares a células primarias detectamos
variabilidad en la viabilidad de las células mononucleares en los escenarios de
cultivo, lo anterior no es sorprendente debido a los requerimientos microambientales
para su crecimiento. Aunque se esperaba que los cultivos 3D incrementaran la
viabilidad de las células primarias, esto no ocurrié para las CMN derivadas de
pacientes presumiblemente por la falta de algunas citocinas como IL-7 o SCF,
aunado a la heterogeneidad poblacional de las CMN ya que no todas ellas eran
células tumorales. Sin embargo, al analizar la respuesta a los diferentes
tratamientos pudimos detectar diferencias sustanciales en términos de sensibilidad
y en contexto microambiental. Cabe destacar que en algunos casos encontramos
un mayor numero de células viables recuperadas al final del cultivo a pesar de su

baja viabilidad, por lo que este factor se debera considerar para pruebas futuras.

La variabilidad de las respuestas de los quimioterapéuticos puede estar dada por
varias respuestas propias de los blastos que les proporciona resistencia o ventaja
sobre el mecanismo de accion de los farmacos. Existe evidencia de que entre el 15
y el 30% de las muestras de leucemia linfoblastica aguda (LLA) son resistentes a
los glucocorticoides (36). Se ha reportado que las células de leucemia linfoblastica
aguda de T (LLA-T) adquieren resistencia a la muerte a dexametasona a través de
la activacion anormal del gen Akt, lo que da como resultado la inhibicion de la via
FoxO3a/Bim. Akt es una via de transduccion de sefiales que promueve la
supervivencia y el crecimiento en respuesta a sefales extracelulares. A su vez, su
estado de resistencia esta asociado con un aumento de la glucélisis, mutaciones
activadoras de NOTCHL1 y la via de las cinasas PI3K / GS séricas activadas (49).

En concordancia, se ha demostrado que varios factores de transcripcion de la
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familia de FoxO estan regulados positivamente por glucocorticoides en células de
LLA pre-B (50).

Los mecanismos de resistencia a los agentes antimitoticos como la vincristina son
complejos y en gran parte desconocidos (51). Esta bien establecido que la tubulina
es el blanco de farmacos antimitéticos como taxanos, epotilonas y alcaloides
derivados de la vinca. Estos agentes se unen a la 3-tubulina y actdan interrumpiendo
la dindmica de los microtubulos, que causa detencién mitotica y muerte celular. Sin
embargo, alteraciones de los microtubulos como los mutantes de y-actina y B-
tubulina o sus isotipos como Bll, Bl 'y BV y la pérdida concomitante de y -actina wild
type y la expresion alterada de las proteinas de los microtibulos a menudo se
asocian con la resistencia celular a estos farmacos. Importantemente, la resistencia
puede ser innata o adquirida durante o después del tratamiento farmacolégico
donde el microambiente puede ser clave en la adquisicion de los fenotipos de

resistencia farmacoldgica adquirida (51,52).

A pesar de que los regimenes de quimioterapia de primera linea que contienen
citarabina (ara-C) inducen una respuesta completa en 65-80% de los pacientes
diagnosticados con LMA, la mayoria de los pacientes recaen con enfermedad
resistente y respuesta deficiente a las terapias posteriores (53). EI mecanismo
principal que subyace a la resistencia a ara-C y sus derivados esté relacionado a
las concentraciones que el farmaco presenta intracelularmente en cada paciente
administrado. La variacion genética en genes de la via metabolica ara-C parece ser
la respuesta donde la desoxicitidina cinasa 5 -nucleotidasa, citidina desaminasa y
desoxicitidilato desaminasa (enzimas inactivadoras), asi como la ribonucleétido
reductasa (RRM1 y RRM2, enzimas que regulan los grupos intracelulares de
desoxicitidina trifosfato) forman la base molecular de la variabilidad en respuestas
a ara-C. Otros mecanismo que no permiten la concentracion intracelular efectiva es
la actividad del transportador hENT1 (53).

La resistencia a multiples farmacos (RMF) es mediado por transportadores ABC
(ATP-binding cassette), donde la glicoproteina P-1 (P-gp) codificada por gen de
resistencia a mdultiples farmacos 1 (MRP1) expulsa una gran cantidad de
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xenotoxicos al exterior de la célula. Interesantemente, las bombas ABC se
sobreexpresan en lineas celulares seleccionadas en este trabajo por lo que los
cuadros de resistencia observados pueden deberse a este mecanismo ya que varios
agentes quimioterapéuticos utilizados de manera frecuente como la doxorrubicina,
vincristina y el metotrexato, son sustratos de la P-gp o son susceptibles a la salida

a través de otras proteinas RMF (54).

La linea celular REH son células inmortalizadas de sangre periférica de LLA-B de
paciente de primera recaida. Su examen citogenético revelo la presencia de células
aneuploides con un cariotipo 45, XX (55). Se ha descrito como una linea celular
resistente a dexametasona debido a la baja expresibn de tres proteinas
relacionadas a la resistencia a los farmacos y la regulacion de la apoptosis (VDACL1),
el trafico de proteinas (SNX3) y el plegamiento de proteinas (PFDNG6) después del
tratamiento con DEX. Este fenbmeno se puede reflejar en algunas muestras de
meédula 6sea de pacientes pediatricos con diagnostico de LLA (56). Por lo que este
hecho podria estar ocurriendo con nuestros experimentos en los pacientes que
mostraron resistencia a esteroides. Por otro lado, la quimiorresistencia relacionada
a la evasion de la muerte celular programada, esta descrita por la sobreexpresion
de proteinas mitocondriales y al microambiente leucémico. En la linea celular REH
resistente a Ara-C se ha reportado una sobreexpresion de CISD1 (mitoNEET), una
proteina de la membrana externa mitocondrial que juega un papel fundamental en
el mantenimiento de la homeostasis mitocondrial asociada con una capacidad
migratoria alterada hacia las células estromales de médula ésea y osteoblastos
humanos primarios (57). Posiblemente la evasion a la quimioterapia ocurre a traves
de mecanismos migratorios hacia nichos protectores, o que sucede en nuestro

modelo tridimensional.

La linea celular RS4;11 se describié como la primera linea de LLA en presentar una
translocacion cromosomica. Presenta un cariotipo: 46, XX i (7q) t (4;1l (921, g23)).
La translocacién de la mayor parte del brazo largo del n. 4 al brazo largo distal de
uno n. 11. Estas mismas anomalias se encontraron en la médula ésea del paciente,

que se obtuvo en el momento de la recaida (48). La t (4;11) produce la proteina
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quimérica KMT2A - AFF1 que se cree que da pauta a la iniciacion de la leucemia
por reordenamientos de KMT2A a través de una expresion y regulacion
inadecuadas de los genes Hox ya que funciona como un activador transcripcional y
regulador de estos genes durante la embriogénesis y la hematopoyesis. AFF1 es
una proteina nuclear que actida como regulador transcripcional involucrado en el
desarrollo hematopoyético de precursores linfoides. Las fusiones KMT2A-AFF1 son
capaces de iniciar y mantener un programa de transcripcion erroneo con
consecuencias oncogeénicas (58). El uso de nuevos farmacos como Ribavirina como
blanco a KMT2A-AFF1 conduce a una disminucion en el crecimiento celular
regulado por EIF4E oncogénico y a proteinas de supervivencia. Las células RS4;11
y en células de LLA de pacientes pediatricos tratadas con ribavirina exhiben una
alteracion de la exportacion y/o traduccién nuclear a citoplasmatica dependiente de
EIF4E de los ARNm correspondientes, esto conduce a una detencion del ciclo
celular en fase S en las células RS4;11 correspondiente a una proliferacion
disminuida (59). Por lo que su proliferaciébn con quimioterapia convencional en la
linea celular no esta siendo contrarrestada en posible concordancia las muestras de

los pacientes quimiorresistentes.

Se ha estudiado el papel de los microARN en la quimioterapia. Uno de ellos es el
miR-652-3p (un MIARN circulante) que es regulado a la baja en pacientes al
diagndéstico en comparacion con controles sanos. Los niveles de miR652-3p se
estabilizan en la remision completa, pero se regulan a la baja nuevamente en la
recaida. Ademas, se ha encontrado que las lineas celulares de leucemia
linfoblastica REH y RS4;11 tienen niveles méas bajos de miR-625-3p que las células
B normales y su sobreexpresion aumenta la sensibilidad a vincristina y citarabina.
En conclusién, un nivel bajo de miR-652-3p podria estar involucrado en la
resistencia de la LLA pediatrica (60), por lo que la sobreexpresion de miR-652-3p u
otros miRNAs podria suprimir el desarrollo de las células de leucemia linfoblastica
aumentando la sensibilidad a los farmacos quimioterapéuticos y promoviendo los
programas apoptoticos. Por otra parte, miRNAs como MIR17HG y genes miembros

de la familia Bcl-2 tienen regulacioén a la baja por estimulo de dexametasona, que
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induce apoptosis en las lineas celulares de LLA (61,62). Por lo que estaria ligado a

la respuesta temprana y efectiva de dexametasona.

Las células NALM6 surgieron de una de las ocho lineas celulares de leucemia
cultivadas a partir de la sangre de un nifio de 19 afios con leucemia linfoblastica
aguda (LLA) en recaida. Tiene cromosomas diploides (46, XU), con un cariotipo en
bandas anormal que incluye una delecién del brazo largo de un cromosoma 5 y del
cromosoma Y. Se ha extendido el uso de varias lineas de LLA cultivadas con bajas
dosis de quimioterapéuticos de manera prolongada para la obtencion de células
quimiorresistentes, por lo que es un indicador de resistencia adquirida que
condiciona de manera ex vivo al paciente mostrando que puede existir células
sobrevivientes y resistentes a los esquemas tradicionales de tratamiento. Los
glucocorticoides como dexametasona inducen especificamente la apoptosis en los
linfoblastos malignos y, por tanto, son fundamentales en el tratamiento de los
tumores linfoides, especialmente la LLA. Sin embargo, su resistencia un problema
terapéutico que explica la mayoria de los fracasos del tratamiento y su mecanismo
molecular exacto sigue siendo poco conocido. Se sabe que el microambiente
hipéxico de la médula 6sea promueve la supervivencia de las células de LLA y
confiere resistencia a la quimioterapia (63), nuestro modelo tridimensional podria
estar brindando esta misma proteccién tanto en nuestras lineas celulares como en
las muestra de pacientes. La frecuente desregulacion de la via de PI3K (una via de
sefalizacion que participa en la regulacion de una amplia gama de funciones
fisioldgicas que incluyen la transcripcion, traduccién, progresion del ciclo celular y
apoptosis) se ha reportado dentro de la adquisicion del fenotipo quimiorresistente,
especialmente a doxorrubicina, ya que el efecto supresor del crecimiento esta
mediado, al menos parcialmente, por la detencién en la fase G1 del ciclo celular
(64). Existen diferentes mecanismos de accion que promueven la resistenciaa VCR,
sin embargo, ninguna de ellas describe algin mecanismo que involucre vias
oncogénicas; en NALM6 y REH la resistencia a VCR ha sido muy baja. En cuanto
a Ara-C el bajo nivel de expresion de p53, un gen supresor de tumores, la
disminucién de la expresion y funciéon de hENT-1, la activacion de NF-kappaB, la

actividad de la telomerasa y la expresion de Fas, hacen menos susceptible a la
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quimioterapia a NALM®G, y otras lineas celulares de LLA de B y de T, como Jurkat
(65-68). Interesantemente, nuestros ensayos farmacologicos con VCR presentaron

una mayor sensibilidad en lineas celulares y en las células derivadas pacientes.

Tomando en cuenta las observaciones clinicas de la respuesta terapéutica en los
pacientes que fueron incluidos en este estudio piloto encontramos gran correlacion
en la mayoria de ellos. Lamentablemente en algunos pacientes no se tuvo
seguimiento clinico y de manera interesante, aquel que aparentemente mostro ser
sensible a la mayoria del esquema terapéutico recayé 8 meses de haber sido
diagnosticado. Un analisis a profundidad en las células residuales en nuestras
plataformas posiblemente pueda cooperar en el pronéstico de los pacientes con
potencial riesgo de recaida por lo que futuros experimentos de RNA-seq a nivel de
célula Unica seran sustanciales para definir los perfiles de las clonas de recaida.

Con el avance de las investigaciones del microambiente hematopoyético y su papel
en la normalidad se han podido identificar algunas caracteristicas del nicho
leucémico (28,69). Durante la LLA, las células leucémicas remodelan el nicho
mesenquimal linfoide creando un microambiente inflamatorio donde la baja
expresion de CXC12 es un comun denominador. Sin embargo, los nichos
remanentes CXCL12* parecen ser determinantes en el reclutamiento y
mantenimiento de las CIL (70). A través de modelos experimentales de cultivo se
ha demostrado el mantenimiento de blastos leucémicos primarios al contacto con
poblaciones de MSC retrasando su programa de apoptosis (71). Mas interesante,
cuando se adicionan agentes quimioterapéuticos su viabilidad parece estar menos
comprometida debido a la proteccién que brinda el nicho estromal (72). Uno de los
mecanismos es la entrada directa a la fase GO del ciclo celular (quiescencia) tras el
contacto con las CTM, sin embargo, esta induccion in vitro bajo este sistema de
cultivo es de corta duracion ya que los blastos pueden proliferar abundantemente
(72). Otros estudios en leucemia mieloide aguda han demostrado que las CTM
promueven la expresion de bombas ABC a través del contacto directo via integrinas
donde el uso de farmacos como verapamil (un bloqueador los transportadores ABC)

resulta bastante atractivo (73).
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Nuestro modelo de organoide permite la permanencia de poblaciones blasticas
quiescentes al interior de los nichos proporcionando una herramienta para investigar
nuevos blancos terapéuticos dirigidos para promover el abandono de los nichos o
bien, para eliminar a las CIL in situ. Datos de nuestro laboratorio indican que
CXCL10y CXCL11 son producidos de manera abundante por el nicho leucémico, y
otros trabajos han demostrado que CXCL10 disminuye la apoptosis inducida por

quimioterapia (74), sugiriendo algunos posibles mecanismos a investigar.

La leucemia es una enfermedad compleja que requiere aproximaciones complejas
para su comprension, el estudio del microambiente hematopoyético ha sido limitado
por la falta de modelos que permitan imitar las propiedades de los nichos humanos
in vitro por lo que nuestra herramienta sera de utilidad para el descubrimiento de
nuevos ejes regulatorios. El futuro de la oncologia se esta moviendo rapidamente
hacia la implementacion de organoides en un chip que permitan conjuntar a la mayor
parte de los componentes del microambiente tumoral en pequefios dispositivos para
su uso preclinico, primordialmente para probar los regimenes terapéuticos

farmacoldgicos y la nueva inmunoterapia en el contexto del nicho (75).
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11. CONCLUSIONES

A partir de organoides reconstruidos con células estromales de medula 6sea y
células leucémicas desarrollamos una plataforma de laboratorio que brinda
informacion personalizada sobre la sensibilidad y resistencia a farmacos en
pacientes con leucemia linfoblastica aguda, la cual en un futuro podra formar parte
de las herramientas prondsticas que permita contribuir a la optimizacién

personalizada de su tratamiento.
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ABREVIATURAS

Abreviatura

Significado

2D
3D
AMO
ara-C
CEM
CIL
CMN
CTH
CT™M
DEX
DNR
DOX
EMR
LLA
LE
LMA
MO
MTX
PEM
PLC
PGM
PMC
PMD
PMP
SCF
SNC
VCR

Dos dimensiones

Tridimensional

Aspirado de Médula Osea
Citarabina

Células estromales mesenquimales
Células iniciadoras de la leucemia
Células mononucleares

Células troncales hematopoyéticas
Células troncales mesenquimales
Dexametasona

Daunorrubicina

Doxorrubicina

Enfermedad Minima/Medible Residual
Leucemia Linfoblastica Aguda
Libre de Estroma

Leucemia Mieloide Aguda

Médula ésea

Metrotexato

Progenitor Eritroide/Megacariocito
Progenitor Linfoide Comun
Progenitor Granulocito/Monocito
Progenitor Mieloide Comun
Progenitor Monocito Dendritico
Progenitor Multipotente

Stem Cell Factor

Sistema Nervioso Central
Vincristina
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