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1. RESUMEN

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es la neoplasia maligna mas frecuente y afecta
principalmente a la poblacion infantil. Los indices de supervivencia a 5 afios en nifios
menores de 15 afios de edad con LLA en México son de 56%, mientras que en naciones
desarrolladas alcanzan un 90%, aproximadamente. Debido a que la LLA representa un
problema serio de mortalidad infantil en nuestro pais, es importante generar conocimiento
sobre los aspectos celulares y moleculares que favorecen el surgimiento de células
hematopoyéticas malignas. Una importante defensa ante células neoplasicas
hematopoyéticas, son las células Natural Killer (NK). Dentro del gran repertorio de familias
de receptores que poseen las células NK, se encuentran los receptores de la familia de
SLAM vy las proteinas adaptadoras de la familia SAP. Ambas familias trabajan en conjunto
y su interaccion regula importantemente las funciones efectoras de células NK, por lo que
alteraciones en su expresion o funcion conlleva a una importante disfuncionalidad en estas

células, por lo que se ha demostrado en modelos murinos.

Realizamos un analisis comparativo de la expresion de la proteina adaptadora SAP en
células NK de individuos controles y pacientes pediatricos con LLA, y determinamos si
existe asociacion entre la disfuncionalidad de estas células y alteraciones en dicha proteina.
Interesantemente, y como ya se habia reportado en Texas por Rayne H. y colaboradores, las
células NK de pacientes mexicanos con LLA presentan una capacidad citotoxica

disminuida respecto al grupo control.

No se encontraron diferencias significativas en los niveles de expresion de SAP en células
NK de pacientes diagnosticados con LLA respecto al grupo control. Sin embargo, las
células NK de pacientes con cuenta leucocitaria mayor a 50,000 xmm?® mostraron una
disminucidn en la expresion de SAP y una asociacion con la capacidad citotoxica deficiente
de estas células. Interesantemente la cuenta inicial de leucocitos es el Unico factor de
prondstico asociado con un bajo nivel de expresion de SAP en células NK y el factor

universal mas importante para la clasificacion de riesgo.



2. INTRODUCCION

2.1 NEOPLASIAS MALIGNAS HEMATOPOYETICAS (LEUCEMIAS)

Las leucemias comprenden un grupo heterogéneo de neoplasias malignas y representan
alrededor del 50% de todos los canceres infantiles en México X1 ver Figura 1.

Dentro de este grupo heterogéneo, las leucemias linfoblasticas agudas (LLA) son las
neoplasias malignas mas frecuentes. La mayor incidencia ocurre en nifios de entre dos y
cinco afios, predominando en varones. La tasa de supervivencia de nifios menores de 15
afios con LLA en México es del 56% a 5 afios @, lo cual estd muy por debajo si se compara
con el indice de supervivencia a 5 afios de paises desarrollados como el de los Estados
Unidos, el cual presenta un indice de supervivencia del 90 % aproximadamente Bl En la
Figura 2 se aprecia que México es uno de los 10 paises con la supervivencia mas baja en
nifios menores de 15 afios de edad con LLA de todo el mundo.

Las leucemias se caracterizan por la proliferacion acelerada de células neoplasicas del
sistema hematopoyético en estado inmaduro, con lo cual reemplazan a las células
hematopoyéticas normales. Una vez establecidas, las células hematopoyéticas malignas,
tienen la capacidad de infiltrar la médula ésea, sangre y otros tejidos. De acuerdo con su
evolucidn, se clasifican como agudas y cronicas, y segun la estirpe celular afectada se
clasifican en linfoide o mieloide. El origen de esta enfermedad se ha determinado como
multifactorial, es decir, factores genéticos, hereditarios y/o ambientales pueden incidir en el
desarrollo de este tipo de enfermedades. En la mayoria de los casos, esta enfermedad lleva

a la muerte del paciente por lo que constituye un importante problema de salud en México
[4]
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IV Neuroblastoma 2.0%
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Figura 1: Tipo de neoplasia en nifios menores a 18 afios de edad en México en el
periodo 2008 — 2014. Fuente: Direccién General Adjunta de Epidemiologia. Registro de
Cancer en Nifios y Adolescentes. Abril 2015.
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S01406736 (14) 62038-9. DGAE. RCNA 2015.



2.2 LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA

2.2.1 SINTOMATOLOGIA

Dolor 6seo.

Sindrome anémico: palidez, taquicardia, astenia, fatiga.
Trombocitopenia: petequias, hemorragia,

Neutropenia: infecciones

Organomegalia: hepatoesplenomegalia.

Pancitopenia o bicitopenia

Leucocitosis

AN NN N Y N N N

Blastos en la médula 6sea o sangre periférica.

2.2.2 DETECCION, CLASIFICACION Y PRONOSTICO

Cualquier paciente con uno o mas de los sintomas caracteristicos de leucemia requiere de
una confirmacion mediante un aspirado de medula 0sea, con el cual se realiza el analisis
morfologico de las células de la médula. Por su morfologia, las leucemias linfociticas

agudas se clasifican segun la FAB (La clasificacion Franco-Americana-Britanica):

e L1: Células pequefias con cromatina homogénea, escaso citoplasma.
e L2: Células grandes y heterogéneas, con nucleo irregular y citoplasma variable.
e L3: Celulas grandes y homogéneas, con mas de 5% de mitosis y por lo menos 25%

de células vacuoladas.

El diagndstico es complementado con la realizacion de un inmunofenotipo, el cual
determina la estirpe y su grado de maduracién. En el Instituto Nacional de Cancerologia se

solicita de primera vez el siguiente inmunofenotipo (ver Figura 3 yFigura 4):

Marcadores de células tempranas: CD34, CD117, HLA, TdT
Marcadores de células B: CD19, CD79a, CD22, CD10, clgM, migM.
Marcadores de células T: CD3, CD5, CD2, CD1a, CD7.

Mieloides: CD13 y CD33 (controles).

YV V V V



Sub- HLA CDh CD

grupos -DR TdT 19 79

Pro-B ++ ++ ++ ++ ++

PreB + 4+ ++ ++ ++ ++

comuin
(CALLA)

Pre-B + ++ 4+ ++ ++ 4+ ++

BMadura + 4+ ++ ++ ++ ++ ++ ++

Figura 3: Clasificacion seguin su origen B. P!

Subgrupos ¢cCD3 CD+ CDS CD2 CD3 CDI1

T-Temprana ++ ++ +

T-Cortical ++  ++ O+ -
T-Madura + ++  ++ 4+

Figura 4: Clasificacion segiin su origen T. [

Los pacientes diagnosticados con LLA se dividen en diferentes grupos de riesgo de recaida
(riesgo estandar y riesgo alto) lo cual se determina con base en la cuenta de leucocitos en
sangre periférica y la edad al momento del diagnostico. La clasificacion mas utilizada es la

del National Cancer Institute (NCI). Aquellos pacientes con una cuenta de leucocitos mayor

5



o igual a 50,000 leucocitos por mm3 o mas de 10 afios de edad son clasificados como de
alto riesgo; mientras que los pacientes con una cuenta de leucocitos menor a 50,000 xmm?
y entre 1 a 9.99 afios son clasificados como de riesgo estandar. Los pacientes clasificados
como alto riesgo de recaida reciben un tratamiento mas intensivo y con una mayor
duracion. Los pacientes clasificados como de riesgo estandar suelen tener un mejor
pronostico que los de alto riesgo. En general, las tasas de supervivencia de los nifios de

riesgo estandar llegan a ser hasta del 98% en paises desarrollados.
Otros factores que determinan el riesgo de recaida en los pacientes son:.

o Subtipo de la LLA: Aquellos pacientes con LLA de células Pre-B generalmente

tienen mejor prondstico que los que tienen leucemia de células B maduras (Burkitt)
0 células T 1,

o Propagacion de células leucémicas a ciertos 6rganos: La propagacion de blastos al

liquido cefalorraquideo, o a los testiculos (en nifios), reduce la probabilidad de
remision. La hepatomegalia y esplenomegalia generalmente se relaciona con una
cuenta alta de leucocitos, sin embargo, algunos médicos consideran esto como un
signo diferente de un prondstico no tan favorable.

o Nudmero de cromosomas: Los pacientes cuyas células leucémicas contienen mas de

50 cromosomas (hiperdiploidia) tienen mas probabilidades de remitir la
enfermedad, especialmente si hay un cromosoma 4, 10 o 17 adicional. Mientras que
los pacientes cuyas células leucémicas tienen menos de 46 cromosomas
(hipodiploidia) tienen un prondstico menos favorable "1,

o Translocaciones cromosomicas: Los nifios cuyas células leucémicas tienen una

translocacion entre los cromosomas 12 y 21 tienen mas probabilidades de remitir la
enfermedad que aquellos con una translocacién entre los cromosomas 9 y 22 (el
cromosoma Philadelphia), 1 y 19 o 4 y 11 1. Algunos de estos factores de
prondstico “adversos” se han vuelto menos importantes en afios recientes debido a
mejores tratamientos.

o Respuesta al tratamiento: Los nifios cuya induccion a la remision es exitosa en un

lapso de una a dos semanas de quimioterapia tienen un mejor prondstico, mientras

que, pacientes con falla en la induccion a la remisién o enfermedad minima residual



persistente después de las primeras 2 semanas de induccidn, reciben una terapia mas
agresiva y son considerados para trasplante de células madre hematopoyéticas
alogénicas [, Nifios cuya enfermedad minima residual es menor a 0.01% en los

dias 33 y 78 tienen una sobrevida libre de eventos a 5 afios &,

2.2.3 ETAPAS DEL TRATAMIETO QUIMIOTERAPEUTICO

El tratamiento para pacientes con LLA consiste en 3 fases:

1. Induccién de la remision. El proposito de esta fase es destruir la mayor parte de

las células leucémicas asi como recuperar la hematopoyesis normal. Se prescriben
medicamentos sin efectos mayores a la sintesis de ADN, tales como vincristina,
prednisona y L-asparginasa, sobre todo en nifios, o0 antraciclicos como la
daunorrubicina, los cuales no producen dafio a la médula 6sea normal y actdan
pronto; sin embargo, no son eficaces para el tratamiento a largo plazo. Con
tratamiento adecuado y cuidado de soporte efectivo, el grado de remision actual es
de 70 a 90%.

2. Consolidacion o postremision. Con la recuperacion de la hematopoyesis se inicia

el tratamiento de consolidacion, que debe iniciarse al terminar la fase de induccién.
Su objetivo es destruir las células residuales que han superado la etapa anterior; se
pueden emplear medicamentos que afectan la sintesis de ADN y que, ademas
pueden destruir las células en reposo o fuera del ciclo GO del ciclo celular. En esta
etapa son administradas altas dosis de metotrexato, con o sin 6-mercaptopurina, L-
asparginasa y citarabina, o bien una combinacion de dexametasona, vincristina, L-

asparginasa, doxorrubicina y tioguanina, con o sin ciclofosfamida.

3. Tratamiento de mantenimiento. Este tratamiento es administrado a largo plazo

(durante dos o tres afios). El blanco de esta Gltima fase son las ultimas células
residuales leucémicas, es decir, su destruccion total con medicamentos que
intervienen en la sintesis de ADN. Los farmacos que se prescriben durante esta
etapa son mercaptopurina y metotrexato, que generan la mielosupresioén y ademas

son bien tolerados .



2.3 IMPORTANCIA Y FUNCION DE LAS CELULAS NK

Las células Natural Killer (NK) son células linfoides que constituyen una defensa
importante ante células cancerosas e infectadas por virus. En sangre periférica representan
del 5-10% de las células linfoides y también se encuentran en dérganos linfoides y tejidos
periféricos no linfoides. A diferencia de los linfocitos B y T, las NKs no expresan
receptores especificos para el antigeno, en su lugar expresan una variedad de receptores que
reconocen ligandos especificos en las células blanco. Las células NK junto con los
linfocitos T CD8, constituyen las principales células citotdxicas del sistema inmune, y son
responsables de la eliminacion de células infectadas por virus y células malignas. La
funcién citotdxica de las células NK esta mediada por un fino equilibrio entre las sefiales
activadoras e inhibitorias, las cuales se generan a partir de receptores de superficie. El
resultado de este balance determina si las células NK matan o no, a una célula diana. A éste
mecanismo por el cual las células NK eliminan células transformadas e infectadas por virus
se conoce como citotoxicidad naturalt®1?, Adicionalmente, las células NK cuentan con
una maquinaria que les permite secretar cantidades importantes de citocinas inflamatorias

como IFN-y y TNF-a, lo que contribuye a regular la funcion de otras células inmunes.

Las células NK cuentan con un alto contenido de granulos citotoxicos preformados en su
citoplasma a medida que circulan en la periferial*®l. Dichos granulos son preformados
durante su desarrollo y maduracion, y es hasta el momento de reconocimiento y
conjugacion en el que los granulos son activamente dirigidos hacia el sitio de la sinapsis
inmunolégica™. Es entonces, cuando los lisosomas liticos se fusionan con la membrana
plasmatica, secretando asi moléculas efectoras solubles en la sinapsis inmunolégica
citotoxica en formacion. A su vez, varios componentes transmembranales de los granulos
que contienen perforina y granzima se exponen en la superficie de la célula y determinan el

destino de las células blanco 15161,



2.4 LAS FAMILIAS SLAM Y SAP REGULAN LAS FUNCIONES EFECTORAS DE
LAS CELULAS NK

Entre los receptores que regulan la activacion de las células NK se encuentran los
miembros de la familia SLAM (signaling lymphocytic activation molecule). Esta familia de
receptores son glicoproteinas de superficie celular que forman parte de la superfamilia de
las inmunoglobulinas y estd integrada por 9 receptores especificos de células
hematopoyéticas denominados SLAMF1 (también conocido como SLAM o CD150),
SLAMF3 (Ly-9 0 CD229), SLAMF4 (2B4 0 CD244), SLAMFS (CD84), SLAMF6 (Ly108
en ratones y NTB-A en los seres humanos), y SLAMF7 ( CRACC, CD319 o CS1)171,

Todos los receptores de esta familia participan en interacciones homofilicas, a excepcion de
SLAMPF4 que interactiia con CD48 (también llamado SLAMF2), el cual se expresa en todas
las células hematopoyeéticas, incluidas las células que expresan 2B4. La mayoria de las
células inmunes expresan de 3 a 5 miembros de la familia SLAM. De ésta familia, NTB-A,
2B4, CRACC,Ly-9*8 y CD84[*1 se expresan en las células NK. En la Figura 5 se muestran
los diferentes miembros de la familia SLAM, asi como su patron de expresion y

caracteristicas generales.

Interaction

with
Genetic
Physiological EAT-2 Phenotypes background
Receptor ligand Expression pattern ~ SAP  (ERT) knockout mice knockout mice
SLAM SLAM T, B, DC, Mg, plat. - - T, Mg, plat.,, NK-T mixed 129-B6
(SLAMF1) (with Ly108)
2B4 (SLAMF4) CD48 NK, T (CD87), DC, + + NK pure B6
M, eos.
NTB-A/Lyl08 NTB-A/Lyl08 T, B, NK, DC, + + T, neutro., NK-T  mixed 129-B6
(SLAMF6) neutro.
Ly-9 Ly-9 T, B, NK, DC, M¢ + + T mixed 129-B6
(SLAMF3)
CD84 CD84 T, B, NK, DC, Mg, + + Not reported Not reported
(SLAMF5) plat., mast, eos.
CRACC CRACC T (activated), B, — - NK pure 129
(SLAMF7) NK, DC, Mg

Figura 5: Receptores y caracteristicas de los receptores de la familia SLAM. 9]

H, Human; M, mouse; T, célula T; B, célula B; NK-T, célula natural killer —=T; NK, célula natural killer; DC, célula

dendritica; M, macrofago; PLC, fosfolipasa C; Tw2, célula cooperadora 2; Trw, célula cooperadora folicular.
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A través de sus regiones citoplasmaticas, los receptores de la familia de SLAM se asocian
con las proteinas adaptadoras de la familia SAP (SLAM-associated protein) 2% Esta familia
de proteinas adaptadoras esta formada por dos miembros conocidos como SAP (SH2D1) y
EAT-2 (SH2D1B?2). En la Figura 6 se observan los integrantes de la familia SAP, asi como
algunas de sus caracteristicas. Estas proteinas adaptadoras estan formadas por dominios
SH2 y una cola carboxilo terminal de 23 aminoécidos y se expresan solo en células
hematopoyéticas, sin embargo, presenta patrones de expresion diferencial. Mientras SAP se
expresa en células T y células NK, EAT-2 se expresa en células NK y células mieloides
como macréfagos y células dendriticas®®*L.El gen que codifica SAP se encuentra en el
cromosoma X en humanos y raton, y el gen que codifica para EAT-2 se sitla en el

cromosoma 1 en ambas especies[??,

Cenetic
background
Chromosomal  Expression Signaling Phenotypes knockout Human
Adaptor localization pattern mechanism  knockout mice mice disease
SAP X({H, M) T, ?B, NK-T, Fyn, ?PIX, Tu2, Tew, B Mixed XLP
(SH2D1A) NK, plat. FNck (#indirect), 129-B6
(arginine NK-T, NK,
78) plat.
EAT-2 I (H, M) NK, DC, Mg ?PLC-vyI NK 129 none
(SH2DI1B1) {carboxy-
terminal
tyrosines)
ERT 1 (H, M; NK [Fcarboxy- NE 129 none
(SH2D1B2) pseudo terminal
gene in H) tyrosines)

Figura 6: Integrantes de la familia SAP y caracteristicas.*’]

H, Human; M, mouse; T, célula T; B, célula B; NK-T, célula natural killer —T; NK, célula natural killer; DC, célula
dendritica; M, macrofago; PLC, fosfolipasa C; Tw2, célula cooperadora 2; Trw, célula cooperadora folicular.

2.5 FUNCION DE LAS PROTEINAS SAP Y EAT-2 EN CELULAS NK

Varios estudios han demostrado que las proteinas adaptadoras de la familia SAP son
necesarias para que los receptores de la familia SLAM regulen la activacion de las células

NK y células T CD8* [2327] Esta actividad se observd Gnicamente en el contexto de la
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activacion por las células NK como resultado de su interaccion con células blanco
hematopoyéticas. Sin embargo, un comportamiento similar se observo cuando los ligandos
de los receptores de la familia SLAM se expresaron de forma ectopica en las células blanco
no hematopoyéticas(?®-2,

A través de su dominio SH2, los adaptadores de la familia SAP se asocian con una
secuencia especifica que contiene un residuo de tirosina, el cual puede ser potencialmente
fosforilado. Esta secuencia denominada ITSM (del inglés immunoreceptor tyrosine-based
switch motifs) se encuentra en el dominio citoplasmico de los receptores de la familia
SLAM [21.28-32] Estas interacciones son de alta afinidad y especificidad. La evidencia actual
sugiere que todos los adaptadores de la familia SAP pueden interactuar con los receptores
de la familia SLAM, con la clara excepcion de CRACC que se asocia Unicamente con
EAT-2y, presumiblemente, ERT, pero no con SAP [1233-34]

2.6 FUNCION DE RECEPTORES DE LA FAMILIA SLAM EN AUSENCIA DE LA
FAMILIA SAP (sefiales y funcién).

Recientemente, se ha descubierto que, en ausencia de todos los adaptadores de la familia
SAP, los receptores de la familia SLAM en las células NK de ratdn, incluyendo 2B4,
Ly108, CRACC, Ly-9, y CD84, no solo pierden su funcion de activacion, sino que también
se convierten en potentes receptores que inhiben las funciones citotoxicas de las células NK
(ver Figura 7)[?81 Esta sefial inhibitoria permite que los receptores de la familia SLAM
supriman la funcion de receptores de activacion de otros receptores de células NK tales
como el NKG2D, CD16 vy, probablemente, DNAM-1, lo que conduce a una marcada

supresidn de la respuesta de las células NK hacia células dianas hematopoyéticas.
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2B4

With SAP Without SAP
family adaptors family adaptors
Target
___f/ L B ___;_/
CD4s Rae-1 CD4s

2B4

oInh® NK cell
OSAP

/

Inhibitor

I

Figura 7: Funcion de interruptor de la familia SLAM en ausencia de los adaptadores
de la familia SAP.I®1 Activacion de los receptores de la familia SLAM por interaccion
heterotipica u homotipica célula-célula. (A) Interaccion heterotipica célula-célula.
Desencadenamiento de 2B4 en células NK por CD48 en las células diana resulta en sefiales
dependientes de los adaptadores de la familia de SAP, que mejoran la citotoxicidad y la
secrecion del IFN—y inducida a través de la estimulacion del receptor de activacion primaria
NKG2D por su ligando Rae-1. (B) Interaccion Homotipica célula-célula. La activacion de
Ly108 por Ly108 en dos timocitos doble positivas (DP) se traduce en sefiales dependientes

de SAP.
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(a) (b)

target cell

Nkcella (D) |

.

Activating effect Inhibitory effect

Figura 8: Modelo hipotético propuesto por Ning Wu y Veillette, 2016, sobre la funcion
dicotomica de SLAMF4 en células con proteinas adaptadoras de la familia SAP.
SLAMF4, al igual que la mayoria de los receptores de la familia SLAM, puede funcionar
como receptor activador o inhibidor en células NK que expresan proteinas adaptadoras de
la familia SAP. Ning Wu y Veillette proponen que esta funcién dicotdbmica puede ser
determinada por los niveles relativos de la familia SAP y fosfatasas inhibidoras que
contienen dominio SH2 en células NK, o bien, por la abundancia de CD48 (ligando de
SLAMF4, sobre células diana). (A) Cuando las células NK expresan grandes cantidades de
adaptadores de la familia SAP con respecto a las proteinas inhibitorias, o cuando las células
diana expresan altos niveles de CD48, entonces SLAMF4 funciona como un receptor de
activacion. (B) Cuando las células NK expresan cantidades bajas de adaptadores de la
familia SAP con relacion a las proteinas inhibidoras, o cuando las células diana expresan

niveles bajos de CD48, entonces SLAMF4 funciona como receptor de inhibicién.
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2.7 RECEPTORES Y VIAS DE SENALIZACION DE LAS NK

En células linfoides, las sefiales que se transmiten a través de receptores primarios de
activacion, estd mediada por pequefias proteinas adaptadoras ancladas a transmembrana que
poseen secuencias especificas que contienen dos residuos de tirosina fosforilables. Estas
secuencias denominadas ITAM (Inmunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif) una
vez fosforiladas, sirven como sitios de reclutamiento para proteinas que pueden encender
vias de sefalizacion cascada abajo. Las células NK expresan las proteinas adaptadoras
CD3z, FceRIly y DAP12, todas ellas portadoras de al menos una secuencia ITAM. Las
asociaciones entre estos adaptadores ITAM y sus receptores son predominantemente
mediadas por las interacciones dentro de sus regiones transmembrana, a menudo con pares
de aminoé&cidos con carga opuesta que forman puentes salinos estables. Un estudio reciente
por Arase et al.l®® demostrd6 que los heterodimeros de CD3z y FceRIly compiten con
homodimeros FceRly y regulan negativamente la activacion de las células NK mediada por
CD16.

A través de sus dominios ITAM, los receptores de activacion pueden reclutar y activar a las
cinasas de tirosina Syk y ZAP70, las cuales son expresadas por todas las células NK. El
receptor de las NK que ha sido mas ampliamente estudiado es CD16, un receptor de baja
afinidad para 1gG. Este receptor es responsable de mediar la citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos (ADCC). La sefializacion de CD16 en las células NK, iniciadas
ya sea por CD3z o FceRly es bastante similar a la transduccion de sefiales inducida por
TCR en las células T; la fosforilacion del ITAMs es probablemente mediada por una
quinasa de la familia src, facilitando de este modo el reclutamiento de Syk y ZAP70.
Eventos cascada abajo incluyen la fosforilacion de SLP-76, 3BP2 36 Shc,7l p85 PI3-
quinasa, c-Cbl, fosfolipasa C (PLC) -G1 y PLC-y2, la movilizacién de Grb2, enlazador para
la activacion de las células T (LAT), el reclutamiento y activacion Vav-1y Vav-2, asi como
la elevacion de los niveles de Ca?* intracelulares, y la activacion de Rho, Ras, GTPasas que

a su vez proteina activan a la cascada de las MAP cinasas [1%],

La sefalizacion a través de CD16 conlleva a la activacion el factor nuclear de las células T
activadas (NFAT, del inglés nuclear factor of activated T cells) lo que resulta en la

produccion de citocinas, incluyendo IFN-y, GM-CSF y varias quimiocinas. Los eventos
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bioquimicos que acompafan la estimulacion de otros receptores de NK a base de ITAM no
estan bien caracterizados, pero probablemente es similar a la activacion inducida por CD16.
Al igual que con CD3z o FceRly, la estimulacion de las células NK a través de DAP12
activa Syk, y ZAP70 e inicia la citotoxicidad y la produccién de citocinas mediada por
células NKIO,

La via de sefializacion mediada por los receptores de la familia SLAM, es en parte
dependiente del reclutamiento de las proteinas adaptadoras SAP. Una vez que los
receptores de la familia SLAM interaccionan con sus respectivos ligandos, la proteina
adaptadora SAP es reclutada a través de su dominio SH2 a la tirosina fosforilada (pY) de
los motivos ITSM, ubicados en el dominio citoplasmatico de los receptores SLAM. Esta
interaccion previene el acoplamiento de los receptores de la familia SLAM con fosfatasas
inhibidoras que contienen dominio SH2 tales como SHP-1, SHP-2 y SHIP-1. Lo anterior
tiene como resultado generar sefiales de activacion que potencia la funcion citotoxica de las
células NK. La capacidad de SAP de generar sefiales de activacion depende de su
asociacion fisica con Fyn, una cinasa de tirosinas de la familia de Src. Esta asociacion esta
mediada por la arginina 78 (R78) de SAP y el dominio SH3 de Fyn. Este binomio
SAP/Fyn induce la fosforilacion de varios sustratos cascada abajo incluyendo al factor
intercambiador de nucledtidos de guanina Vav-1. Por otro lado, EAT-2 recluta PLC-y a
través de una asociacion que implica la tirosina en la C-terminal fosforilada de EAT-2
(tirosina 127) y el dominio SH2 de PLC-y. A su vez, PLC-y una vez activada inicia los
flujos de calcio que también promueven vias de sefializacion que son importantes para

mediar la citotoxicidad por las células NK (ver Figura 9).
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prevention of inhibition activation

Figura 9: Mecanismo de accion dual de las proteinas adaptadoras de la familia SAP.
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3. ANTECEDENTES

La capacidad de las células NK para eliminar células blanco depende de un fino balance
entre sefiales activadoras e inhibidoras las cuales son generadas por diversos receptores de
superficie celular.

Las células NK poseen un repertorio de recetores de superficie que activan o inhiben la
funcion efectora de células NK. Una de las familias de receptores importantes para regular
la funcion citotoxica son los receptores pertenecientes a la familia SLAM. La funcién
de estos receptores esta finamente regulada por su capacidad de asociarse a las proteinas
adaptadoras de la familia de SAP. Adicionalmente, las células NK cuentan con otro grupo
de receptores que son importantes en la inmunidad anti-tumoral mediada por las células
NK. Entre estos receptores se encuentran los receptores de citotoxicidad natural (NCR),
tales como NKp46, NKp30, NKp44 y NKG2D. Por otro lado, la célula NK también
presenta receptores de inhibicion en su superficie, los cuales atenGian las respuestas
citotoxicas mediadas por las células NK. Entre los mas estudiados estan los receptores que

pertenecen a la familia KIR y a las lectinas tipo C, como NKG2A.

Dong y colaboradores 281 demostraron en modelos murinos, que en ausencia de expresion
de las proteinas adaptadoras de la familia SAP, los receptores de la familia SLAM
funcionan como potentes inhibidores de la funcion citotdxica en células NK.
Interesantemente, esta inhibicion no se explica a través de inhibir la maquinaria intrinseca
de las células NK, ya que estas mismas células, carente de la expresion de las proteinas
adaptadoras de la familia SAP, son capaces de eliminar células blanco no hematopoyéticas
de manera normal. Por lo tanto, estos resultados presuponen que alteraciones en la
expresion de las proteinas adaptadoras de la familia SAP pueden conllevar a inhibir la
funcion de células citotoxicas en contra de células blanco de rigen hematopoyético. Ver

Figura 10.
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Figura 10: Los receptores de la familia SLAM se convierten en receptores inhibidores en
células NK que carecen de las proteinas adaptadoras de la familia SAP. (A) Ensayo de
liberacion de °'Cr donde se evalla la capacidad de las células NK de ratones WT (wild
type) y TKO (knockout para SAP, EAT-2 y ERT) para matar células B16 (melanoma) con
0 sin expresion de ligandos de diversos receptores de la familia SLAM.(B) Analisis de
citometria de flujo de funciones efectoras, produccion de IFN-y y expresion de CD107, de
las células NK de ratones WT y TKO en respuesta a celulas de melanoma B16 con o sin
expresion (B16-PURO) de ligandos para diversos receptores de la familia SLAM. B16-
PURO, celulas B16 que expresan el marcador de resistencia a puromicina. Los nimeros en

las &reas delimitadas indican el porcentaje de células productoras de IFN-y [26],

Por otro lado, esta bien documentado que el microambiente tumoral puede ejercer un efecto
modulador sobre la respuesta inmune a través de diferentes mecanismos, en el caso
particular de las malignidades hematopoyéticas como las leucemias, se ha reportado que
este microambiente tumoral pueden alterar el fenotipo de las células NK. Por ejemplo
Rayne y colaboradores demuestraron un mecanismo de evasion por parte de las células
malignas en pacientes pediatricos con leucemia linfoblastica aguda de células B (B-ALL).
Ellos reportan que las células NK de pacientes con LLA, tienen una mayor expresion del
receptor NKG2A (receptor de inhibicién) y una menor expresion de NKP46 (receptor de

activacion) respecto de las células NK de controles pareados por edad, (Figura 11).
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Adicionalmente, también reportan que los blastos de pacientes con B-ALL son capaces de
inducir directamente dicho fenotipo inhibitorio en células NK sanas.

NKG2A  NKG2D  NKp30  NKp4d  NKpde

HC

2045\Macmillan{ Pu

Figura 11: Fenotipo anormal de receptores de superficie en células NK de pacientes
con B-ALL en comparacion con controles pediatricos sanos (Healty Controls)
pareados por edad. Los histogramas representan el fenotipo de superficie de células NK
en un paciente ALL representativo y control sano. Los histogramas sin sombra representan
el control del isotipo y los histogramas sombreados representan tincién con los anticuerpos
monoclonales especificos acoplados a PE. Se seleccionaron las células NK con fenotipo
CD10CD19CD3CD56" a partir de PBMC'’s.

Dicho fenotipo inhibitorio correlaciona con actividad citotdxica disminuida en pacientes
pediatricos con B-ALL en comparacion con controles pediatricos de la misma edad. Esto
altimo lo demuestran con ensayos de degranulacion y liberacion de ®'Cr, representados en
las Figura 12 y Figura 13. Estos resultados sugieren que una disminucion en la expresion de
las proteinas adaptadoras de la familia SAP podria contribuir a atenuar las respuestas

citotoxicas de las células NK en pacientes con LLA8],
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Figura 12: Citotoxicidad y funcion efectora de las células NK en pacientes al momento

del diagndstico (DX), en comparacion con controles pediatricos de la misma edad. A

partir de la poblacion CD56* CD3", evaluacion de funcién citotoxica a través de ensayos de

degranulacion(expresion de CD107a), produccion de IFN-y y TNF-a, ante células blanco

K562, blastos autélogos, y en respuesta a PMA/ionomicina (P / I, control positivo) en 20

pacientes con ALL en comparacion con 10 controles sanos 38}
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Figura 13: Lisis especifica (Ensayo de liberacion de 51Cr). Células blanco K562 (linea
continua y circulo sélido) y blastos aut6logos(linea punteada y circulo solido) en co-cultivo
con células NKs de pacientes al DX, en comparacion con células NK sanas contra K562

(triangulo invertido) (n = 5). Las barras de error indican el error estandar de la media 8!
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Uno de los indicadores mas importantes para valorar el estado de salud de una comunidad
es la mortalidad infantil®%l. Las leucemias en México ocupan alrededor del 50% de todos
los canceres infantiles™, siendo la LLA la mas frecuente y que afectan principalmente a la
poblacion infantil con una mayor incidencia en nifios entre 2 y 5 afios de edad, y con un
predominio en varones. Los indices de supervivencia de nifios menores de 15 afios con
LLA en México son preocupantemente bajos (56%) si se compara con el indice de
supervivencia de paises desarrollados (87%). Lo anterior a pesar del empleo de los mismos
esquemas de quimioterapia. Por tanto, México esta posicionado dentro de los 10 paises con
supervivencia mas baja en nifios menores de 15 afios de edad con LLA, lo cual nos conduce
a la busqueda de nuevas estrategias terapéuticas para nuestra poblacion.

Las células NK forman parte de la respuesta inmune anti-viral y anti-tumoral,
particularmente en contra de células malignas hermatopoyéticas. Por lo anterior, el estudio
de las células NK es un tema central para la bdsqueda de nuevos tratamientos para la
erradicacion del cancer, particularmente varios tipos de leucemias En los ultimos afos, los
receptores de la familia SLAM Yy las proteinas adaptadoras de la familia SAP han emergido
como elementos centrales en la regulacion de la funcion citotdxica de las células NK. En
presencia de los adaptadores de la familia SAP, la familia SLAM generalmente media
sefiales que promueven la activacion de las células NK, y en su ausencia emite sefiales que
inhiben las funciones de las células NK [1°. Este proyecto se enfoca en analizar la
expresion de la proteina adaptadora SAP en células NK en pacientes pediatricos con
leucemia linfoblastica aguda y determinar si existe relacion entre una posible alteracion en

la expresion de SAP y una disfuncionalidad de las NKs.
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5. PREGUNTA DE INVESTIGACION
1.-¢Existen cambios en los niveles de expresion de SAP en células NK de pacientes con
LLA respecto a individuos controles?

2.- ¢Una cambio en los niveles de expresion de SAP esta asociado a una disfuncionalidad
en las NKs en pacientes con LLA?

3.- ¢Un cambio en los niveles de expresion de SAP esta asociado con el tipo de riesgo de
los pacientes con LLA?

1. OBJETIVO GENERAL
Realizar un analisis comparativo de la expresion de SAP en células NK de individuos

controles y pacientes pediatricos con LLA, asi como determinar si existe asociacion entre

su disfuncionalidad y alteraciones en dicha proteina.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Analizar la funcion citotoxica de las células NK en individuos controles y pacientes con
LLA.

2.- Analizar la expresién de la proteina adaptadora SAP en células NK de individuos

controles y pacientes con LLA.

3. Determinar si existe asociacion entre cambios en la expresion de la proteina adaptadora

SAP con una disfuncion de las células NK en pacientes con LLA.

4.- Determinar si existe asociacion entre cambios de la expresion de SAP y el nivel de

riesgo de recaida.
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3. HIPOTESIS
Las células NK de pacientes con LLA muestran una disminucion en los niveles de

expresion de SAP respecto a individuos controles y esta disminucion puede asociarse a una

disfuncionalidad de las células NK y con el nivel de riesgo de recaida.
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4. MATERIAL Y METODOS

9.1 CRITERIOS DE SELECCION DE MUESTRAS (PACIENTES):

Criterios de Inclusién

e Pacientes pediatricos de 0 a 16 afios 11 meses, con diagnostico de LLA, basado en
los criterios de la FAB y el inmunofenotipo.

e Que cuenten con estudio de genética molecular para determinacién de los cuatro
rearreglos génicos mas frecuentes en LLA.

e Que acepten participar en el estudio mediante consentimiento informado.

e Atendidos en los hospitales participantes.

Criterios de exclusion

e Genopatias que predispongan al desarrollo de Leucemia (Sindrome de
Down,Anemia de Fanconi, Sindrome de Bloom, etc.).

e Inmunodeficiencias congénitas o adquiridas.

Criterios de eliminacién

e Pacientes cuya muestra sea insuficiente o no se haya podido obtener al momento del
diagnostico.

e Muestras procesadas en un intervalo de tiempo mayor a 48 horas.

9.2 CRITERIOS DE SELECCION PARA LOS CONTROLES:

Criterios de Inclusién

e Pacientes pediatricos de 0 a 16 afios 11 meses atendidos en hospitales de
primero y segundo nivel, preferentemente de la misma institucion (SS, IMSS,
ISSSTE, GDF)

e Pareados con los casos en edad y sexo

e Concurrentes + 6 meses

e Que acepten participar en el estudio mediante consentimiento informado.
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Criterios de exclusién

e Padecimientos genéticos
e Patologia inmunoalérgica, cuadros infecciosos, enfermedades genéticas
identificadas

e Enfermedades cronicas como cardiopatias, insuficiencia renal o diabetes.

Criterios de eliminacién

e Muestra insuficiente

e Muestras procesadas en un intervalo de tiempo mayor a 48 horas.

9.3 CELULAS

Las celulas mononucleares de sangre periferica (PBMCs) se obtuvieron mediante
separacion por gradiente de Ficoll-Paque (PREMIUM) y se incubaron a 37°C, 5 % de CO;
(STIK) en medio RPMI enriquecido con FBS al 10% por al menos 12 horas. La linea

celular K562 se utilizé como blanco en los ensayos de degranulacion.

9.4 ABS Y ANALISIS DE CITOMETRIA

Los anticuerpos empleados fueron: anti-CD56 acoplado al fluorocromo APC (Biolegend,
clona 5.1H11), anti-CD3 acoplado a PerCP-CY5.5 (Biolegend, clona OKT3), anti-CD107a
acoplado a PE (Biolegend, clona H4A3), anti-SAP acoplado a PE (eBioscience, clona XLP-
1D12).

Para tinciones de superficie, las células mononucleares se incubaron con anti-CD56 y anti-
CD3. Posteriormente fueron fijadas y permeabilizadas de acuerdo a las instrucciones del
estuche de tincion intracelular de BD (Cat: 554715). Finalmente, las células se marcaron

para SAP. Todas las tinciones fueron realizadas en frio. Las muestras fueron adquiridas en
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los clitbmetros FACS Calibur

y FACS Canto Il; analizadas en software flowjo. La

expresion de SAP fue analizada en la poblacion CD56°CD3.

9.5 ESTRATEGIA PARA EL ANALISIS DE CITOMETRIA
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Figura 14: Estrategia para el andlisis de citometria de flujo de células PBMCs.

Analisis a partir de poblacion CD56* CD3". Histograma representativo de fenotipificacion

de la proteina

SAP.

Para este estudio la estrategia de analisis de citometria, parte de la seleccién de la region

linfocitaria a partir de PBMCs, seguido de la seleccion de células NK en la poblacion

correspondiente a CD56" CD3". Una vez seleccionada la poblacion de interés (CD56" CD3),

se analizo la expresion de la proteina SAP a través de histograma, tal como se muestra en la

Figura 14.
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9.6 ENSAYOS DE DEGRANULACION

Para los ensayos de degranulacion se utilizé la linea celular K562 como células blanco. Las
células mononucleares totales (2x10%ml) se incubaron con células K562 (2x10%/ml) en
placas de 96 pozos por un tiempo de 4 horas a 37 grados centigrados. Posteriormente, las
células fueron marcadas para CD3, CD56 y CD107a. El porcentaje de expresion de
CD107a se analiz6 en la poblacion CD56"CD3". Las muestras fueron adquiridas en
citometro FACS calibur y FACS Canto Il; analizadas en software flowjo. Los valores de
delta CD107a indican el cociente del porcentaje de células NK positivas para CD107a en
presencia y ausencia de células K562.

9.6 ANALISIS DE SAP

La expresion de SAP se analizo con el porcentaje de células NK positivas para SAP vy la

intensidad media de fluorescencia normalizada.

9.7 ANALISIS ESTADISTICO

Debido a la falta de distribucion normal en los grupos, se utilizd la prueba estadistica no
parameétrica para valores independientes, Mann-Whitney con hipotesis de una cola,
analizado en el programa Excel con la extension XLSTAT vy las gréaficas fueron realizadas
en el programa prism. Las barras de las graficas indican el promedio y la desviacion

estandar.
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5. RESULTADOS

Para evaluar el estado funcional de las células NK, se realizaron ensayos de degranulacion
los cuales se basan en cuantificar el porcentaje de celulas NK positivas para CD107a.
CD107a es un componente de los granulos citotoxicos y al darse la fusién de estos con la
membrana plasméatica, CD107 queda expuesto en la superficie celular. Importantemente,
existe una correlacion positiva entre la expresion de CD107a en la superficie celular con
una mayor actividad citotdxica. Para normalizar los porcentajes de las células NK positivas
para CD107a en distintas condiciones (sin estimulo vs estimulo) se obtiene el valor de delta
CD107, el cual se obtiene a partir de dividir el porcentaje de células NK CD107a* en
condiciones de estimulo entre el porcentaje de células NK CD107a* en condiciones de no

estimulo (ver Figura 15).
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Figura 15: Determinacion de ACD107a de células NK de individuo control y paciente

con LLA. Partiendo de una estrategia de analisis de citometria donde se establece un limite
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a partir de donde termina el porcentaje de células que degranulan en condicion basal, y
sustituyendo la férmula de la imagen con los valores de la degranulacién basal y en
presencia de K562, se determina el valor de ACD107 de la misma forma en pacientes con

LLA que en individuos controles.

Como se observa en la Figura 12, el porcentaje de ACD107a en células NK estimuladas de
individuos controles oscila entre 10 y 40 unidades segin lo reportado por Rayne y
colaboradores.
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10.1 EVALUACION DE LA CAPACIDAD CITOTOXICA DE LAS CELULAS NK
EN INDIVIDUOS CONTROLES Y PACIENTES DIAGNOSTICADOS CON LLA A
TRAVES DE ENSAYOS DE DEGRANULACION.

Las células NK, a través de su funcidén citotoxica, son un elemento clave en la inmunidad
anti-tumoral. Varios estudios han demostrado que la funcion citotdxica de las células NK
estd comprometida en varias enfermedades de caracter maligno, incluidos los varios tipos
de leucemia. Rayne y col. (2015) demostraron que en pacientes con leucemia linfoblastica
aguda de recién diagnostico, la funcion citotoxica de las NK se encuentra disminuida
respecto a controles sanos. Con la finalidad de analizar, la capacidad citotoxica de las
células NK en pacientes mexicanos con leucemia linfoblastica aguda, se realizaron ensayos

de degranulacion utilizando la linea celular k562 como células blanco.

Se obtuvieron muestras de 61 pacientes pediatricos con leucemia de recién diagnostico y
libres de terapias, de los cudles se descartaron 8 por ser LMA 'y 12 por no tener suficiente
muestra para realizar los ensayos funcionales de las NK y determinar la expresion de SAP.
Los 41 pacientes restantes se diagnosticaron como leucemia linfoblastica aguda. Sobre
estos 41 pacientes, se evaluo la capacidad citotoxica de la células NK usando la linea
celular K562 como célula blanco (ver Error! Reference source not found.). Debido a la
insuficiente cantidad de muestra, solo a 18 de estos 41 pacientes se les evaluo la expresion

de SAP en células NK. De estos 18 pacientes todos fueron LLA de linaje pre-B.
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Figura 16: Evaluacion de la capacidad citotoxica de células NK en individuos
controles (n=8) y pacientes diagnosticados con LLA pre-B (n=18) ante la linea celular
k562. A) Controles pediatricos y pacientes pediatricos con LLA. B) Grupos segun el
género, controles y pacientes. C) Agrupacion por edad de 1-9 y mayores a 10 afios de edad,
individuos controles y pacientes. D) Grupo de pacientes con cuenta de leucocitos menor y
mayor a 50,000 xmm?®. E) Grupo control y clasificacion de riesgo de recaida de los

pacientes (bajo riesgo: BR y alto riesgo: AR).

Las células NK de pacientes mostraron una capacidad citotoxica significativamente menor
que las células NK del grupo control (P=0.0130) ver Figura 16 A. Estos resultados son
comparables con lo reportado por Rayne y col. 2015, donde reportan con cohorte de 50
pacientes con LLA.

Aquellos pacientes con baja probabilidad de remision se clasifican como de alto riesgo y
aquellos con alta probabilidad se clasifican como de bajo riesgo. Existen distintas variables

gue determinan la probabilidad de que un paciente con LLA pueda remitir la enfermedad.

32



Entre otras, son la edad y el numero de leucocitos presentes en sangre periférica al
momento del diagnostico. Se ha reportado una mayor incidencia de LLA en nifios que en
nifias, asi como mayor riesgo de recaida, sin embargo, el género no es un factor por el cual
se intensifique el tratamiento antineoplasico. Para determinar si la menor actividad
citotoxica observada en células NK de pacientes con LLA estd en funcion de estas
variables, el porcentaje de células NK positivas para CD107a se analiz6 en funcion de la
edad, sexo y el nimero de leucocitos. El resultado de este analisis demuestra que la menor
actividad citotdxica observada entre pacientes y controles no esta en funcion de edad ni el
sexo (Figura 16 B y C). Interesantemente, la diferencia significativa en el porcentaje de
células NK positivas para CD107a observada entre pacientes y controles si esta en funcion
del nimero de leucocitos presentes en sangre periférica al momento de diagnostico y que
pertenecen al grupo de pacientes clasificados con alto riesgo de recaida (clasificacion dada
por el hospital en el que el paciente fue atendido) ver Figura 16 D.

Finalmente, los factores antes mencionados y otros mas son, con los que en conjunto, se
determina el grado de riesgo que tiene el paciente de padecer una recaida durante o después
de su tratamiento. Las células NK de aquellos pacientes que han sido clasificados con alto
riesgo de recaida, tienen un porcentaje de células NK positivas para CD107a menor que los
pacientes clasificados como de bajo riesgo y el grupo control. Este dltimo con una
diferencia significativa de P=0.0130 (Figura 16 E).

10.2 ANALISIS DE LA EXPRESION DE LA PROTEINA ADAPTADORA SAP EN
CELULAS NK DE INDIVIDUOS CONTROLES Y PACIENTES CON LLA,

Las proteinas adaptadoras de la familia SAP, son elementos esenciales que determinan la
capacidad citotoxica de las células NK para lisar células malignas de origen
hematopoyético. Interesantemente, estas mismas proteinas adaptadoras no resultan ser
esenciales para lisar células de origen no hematopoyético. Por lo tanto, en este proyecto se
decidio determinar la expresion de SAP en células NK de controles sanos y pacientes con

LLA al momento del diagndstico.
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Figura 17: Analisis de la expresion de la proteina SAP en células NK en controles
pediatricos y pacientes con LLA-B. A) Controles pediatricos y pacientes pediatricos con
LLA pre-B. B) Clasificacion segun el género, controles y pacientes. C) Grupos por edad de
1-9 y mayores a 10 afios de edad, individuos controles y pacientes. D) Pacientes con cuenta
de leucocitos menor y mayor a 50,000 xmm?. E) Grupo control y clasificacion de riesgo de

recaida de los pacientes (bajo riesgo: BR y alto riesgo: AR).

La Figura 17 muestra la expresion de la proteina intracelular SAP en células NK en
individuos controles (n=8), asi como en pacientes diagnosticados con LLA pre-B (n=18).
Las células NK de pacientes con LLA pre-B tienen en promedio, una expresion de SAP
similar que el grupo de controles (Figura 17 A). Para determinar si posibles cambios en la
expresion de la proteina adaptadora SAP pueden estar en funcion de distintas variables que
influyen en la clasificacion y prondstico de los pacientes tales como la edad, sexo, cuentas
leucocitaria y la propia clasificacién de riesgo, se reagruparon los datos de a cuerdo a

dichas variables.
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Una vez hecho este andlisis, los resultados obtenidos demuestran que posibles cambios en
los niveles de expresion de SAP no estan en funcion de la edad ni el sexo de los pacientes
con LLA. Interesantemente, los niveles de expresion de SAP son significativamente menor
en pacientes con una cuenta leucocitaria mayor a 50,000 xmm? que en pacientes con una
cuenta menor a 50,000 xmm? (p=0.0124). Una cuenta de leucocitos mayor a 50,000 xmm?
es un factor que determina un mal prondstico y por lo tanto a un riesgo de recaida alto.
Estos resultados sugieren que una baja expresion de SAP podria contribuir a una baja
capacidad citotoxica de las NK de pacientes con LLA (Figura 17 D). Finalmente,
comparamos la expresion de SAP en células NK en pacientes de acuerdo a su clasificacion
de riesgo. Las células NK de pacientes clasificados como de alto riesgo expresan en
promedio menos SAP que aquellos que fueron clasificados como bajo riesgo (dato que
carece de significancia estadistica) ver Figura 17 E.

En su conjunto, estos resultados sugieren que mientras no existe una diferencia en la
expresion de SAP en células NK de pacientes con respecto a controles sanos, solo en
aquellos pacientes con un nimero de leucocitos mayor a 50,000 xmm?, existe una
disminucidn significativa en la expresion de SAP en células NK. Estos resultados sugieren
que una baja expresion de SAP puede contribuir con una funcion citotoxica anormal en

células NK.

En estudios paralelos, también se evalud el porcentaje de células NK positivas para la

expresion de SAP.

35



A) B) % SAP c) % SAP

% SAP _
P=0.2176 b= 0.2159
_ —_
_ P=0.5455
P=02438 P=0.2786 P=0.2280
—_ —_
100+ ——? n 1001 . - a P=0.9706
— ¢ g Bian aky 100- A
s FTELEE 1T BT
+ 801 + 80 v a
% o N + 804
a <
601 ” < .
¥ L] v 604 v o
z z < 60-
= °
401 . = 40 SN
4 v
20 6‘ ! 20 T T T T zc T T T T
> v Weid 2 Weid &2 o ®
c}q. e @‘\0 é\’év ’e}\\o ‘\\\;?' ‘b\g‘ P \?\@ \7\
% ) J Pl & > >
& & V> < 9 $
9 14
D) % SAP E) % SAP

P=0.4839
[P=0.0946, P=0.9706,

1004

. —_— 100+ .
': H n u A A
80. " 1
1 80

+
o = i
3 -V 3 :
v 604 3 « 604
=z =
ES ES
404 40
. [ ]
20 r . 20 T T T
'y o 2 2 ol
O O P \;3) v.\*
< RO © > iog
> S

Figura 18: Porcentaje de celulas NK que expresan la proteina adaptadora SAP. A)
Controles pediatricos y pacientes pediatricos con LLA pre-B. B) grupos por género en
controles y pacientes. C) Grupos de acuerdo a la edad de 1-9 y mayores a 10 afios de edad,
individuos controles y pacientes. D) Pacientes con cuenta de leucocitos menor y mayor a
50,000 xmm?®. E) Grupo control y clasificacion de riesgo de recaida de los pacientes (bajo

riesgo: BR y alto riesgo: AR).

En controles sanos, el porcentaje de células NK que expresan SAP es alrededor del 100%,
mientras que en pacientes el porcentaje de células NK positivas para SAP es arriba de 80
%. Interesantemente, se encontraron pacientes con porcentajes debajo del 70% lo que
demuestra que existen pacientes que cuyas células NK pierden la expresion de la proteina
SAP (Figura 18 A). Al igual que en los andlisis anteriores, se analiz6 el porcentaje de
células NK positivas para SAP en funcion de las variables mencionadas anteriormente. En

cuanto al género, el porcentaje de células NK que expresa SAP es similar entre nifios y
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nifias tanto en controles como en pacientes, salvo 2 valores atipicoss por grupo en pacientes
(Figura 18 B), mientras que de acuerdo a la edad, el grupo de pacientes de 1-9 afios de edad
presenta una alta variacidbn en comparacion a los tres grupos restantes, en donde el
porcentaje de las células NK positivas para SAP en promedio es de 76%, el cual es menor
al grupo control equivalente, lo anterior, principalmente debido a los valores atipicoss. Sin
embargo, las diferencias no son significativas (Figura 18 C). Finalmente el porcentaje de
células NK positivas para SAP es similar entre pacientes con una cuenta mayor o menor a
50,000 xmm?. Estos resultados sugieren que disminucion en la expresion de SAP en células
NK, mas que una disminucion en el porcentaje de células NK positivas para SAP, puede
contribuir con una menor funcién citotdxica de las células NK en aquellos pacientes con

cuentas leucocitarias mayores a 50,000 xmm? (Figura 18 D).

10.3 ANALISIS ESTADISTICO PARA LA DETERMINACION DE ASOCIACION
ENTRE LA EXPRESION DE LA PROTEINA ADAPTADORA SAP CON UNA
DISMINUCION EN LA CAPACIDAD CITOTOXICA DE LAS CELULAS NK EN
PACIENTES CON LLA.

Se analizo la asociacion entre la expresion de la proteina SAP y la capacidad efectora de las
células NK en pacientes pediatricos con LLA mediante analisis de regresion lineal simple.
Interesantemente, encontramos que existe una asociacion positiva baja (r’=0.261) entre

estas dos variables y ademas es estadisticamente significativo (P= 0.030).
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6. DISCUSION

En este proyecto se determind la funcion citotoxica de las células NK en pacientes
pediatricos con LLA de recién diagnostico (n=41). Adicionalmente, se analiz6 la expresion
de la proteina intracelular SAP (n=18). En modelos murinos, la proteina adaptadora SAP
determina la capacidad de las células NK para eliminar células malignas de origen
hematopoyético. Por lo tanto en este trabajo se determind si posibles alteraciones en la
expresion de la proteina adaptadora SAP pueden asociarse con un estado funcional de las
células NK [26].

La leucemia linfoblastica aguda es uno de los canceres mas frecuentes en la poblacién
infantil. Consiste en la produccion acelerada de células linfoides, causando diversas
complicaciones en los pacientes. En condiciones de equilibrio las células NK son capaces
de eliminar células malignas hematopoyéticas, sin embargo, se ha reportado que el
ambiente que generan los blastos de LLA-B, es capaz de inducir un fenotipo inhibitorio en
las células NK. Algunas alteraciones en el fenotipo de las células NK incluyen la
disminucion en la expresion de receptores de activacion como NKP46, y la sobre expresion
de receptores de inhibicion como NKG2A. En consecuencia, la funcion citotdxica de las

células NK se ve disminuida respecto a individuos sanos. [38].

En éste proyecto, encontramos que efectivamente, tal y como reporta Rayne H Rouce y
colaboradores, las células NK de pacientes con LLA (pre-B) al momento del diagndstico,
tienen una baja capacidad litica ante la linea celular k562 en comparacion con el grupo
control (P=0.0130). Ademas se encontré que la actividad litica de estas células esta
asociada con algunos factores de riesgo. Mientras una baja respuesta citotoxica observada
en células NK de pacientes con LLA, no depende de género ni la edad, ésta si estd en
funcion del tipo de riesgo y la cuenta inicial leucocitaria en sangre periférica.
Especificamente, pacientes con una cuenta mayor a 50,000 xmm? leucocitos tienen una
actividad litica muy baja con respecto a pacientes con cuenta inicial de leucocitos por
debajo de 50,000 xmm?® (P=0.0232). Estos datos, concuerdan con el mal prondstico que
tienen los pacientes mayores de 10 afios de edad y una cuenta de leucocitos inicial mayor a

50,000 xmm?. Este Gltimo dato sugiere que, el aumento descontrolado de células
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leucocitarias pudiera deberse a la baja capacidad efectora que presentan las células NK en
dichos pacientes y como resultado de su ineficiencia, se favorece la proliferacion de células
malignas lo que conlleva a un mal prondstico. De manera general, también puede verse una
diferencia estadisticamente significativa en la capacidad citotoxica de las células NK del
grupo control y el grupo de pacientes clasificados como alto riesgo (P=0.0130). Estos
resultados en su conjunto sugieren que el estado funcional de las células NK es un

indicador confiable de un mal o buen pronostico del paciente.

La funcién de las células NK esta regulada por un balance muy delicado entre las sefiales
de activacion y de inhibicién [10,40]. Existen varios elementos que determinan si las
sefiales que emanan de los receptores de superficie celular son mayoritariamente de
activacion o inhibicion. Uno de estos elementos, son las proteinas adaptadoras de la familia
SAP. Estudios en modelos murinos indican que una ausencia en la expresion de la proteina
SAP compromete la capacidad citotoxica de las células NK para eliminar células malignas
de origen hematopoyeético. Actualmente se desconoce si este escenario es plausible en
manifestaciones patoldgicas como las leucemias. En base a lo anterior, se determind
analizar la expresion de la proteina adaptadora SAP en células NK de pacientes con LLA al

momento del diagnostico.

La expresion de la proteina adaptadora SAP en células NK se determin6 en cuanto a su
expresion por celula (denotado como la intensidad media de fluorescencia) y el porcentaje
de células NK que expresan dicha proteina. Nuestros resultados mostraron que no se
encontré diferencia estadistica en la expresion de la proteina SAP en las células NK entre el
grupo control y el grupo de pacientes. La expresion de SAP fue similar en funcion del
género y la edad entre los pacientes y los controles sanos. Sin embargo el grupo de
pacientes varones y el grupo de pacientes mayor a 10 afios de edad, expresan ligeramente
menos SAP que el grupo de pacientes nifias y el grupo de 1-9 afios de edad
respectivamente, aunque esta diferencia no fue significativa. De manera interesante, al igual
que en la degranulacion, el grupo de pacientes con una cuenta inicial de leucocitos mayor a
50,000 xmm? tienen una expresion de SAP muy baja en comparacion al grupo con cuenta
menor a 50,000 xmm? (P=0.0124). Estos datos sugieren que en las células NK de pacientes

con cuenta leucocitaria mayor a 50,000 xmm?, tienen una baja expresion de SAP y que
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como resultado de esta baja expresion puede favorecer el reclutamiento de fosfatasas
inhibitorias con los receptores de la familia SLAM. Lo anterior a su vez puede favorecer
en la inhibicién o reduccién de la capacidad citotoxica de la célula NK [26]. De manera
general, las células NK de pacientes clasificados como alto riesgo expresan en promedio
menos SAP que aquellos que fueron clasificados como bajo riesgo (aunque carece de
significancia estadistica).

Se ha demostrado que en pacientes con sindrome linfoproliferativo ligado al cromosoma X,
los receptores 2B4 y NTB-A median sefiales inhibitorias en las células NK, debido a la
ausencia de la proteina SAP y la interaccion de estos receptores con sus respectivos
ligandos en las células blanco infectadas por el virus de Epstein-Barr [41]. Asi cdmo la falta
absoluta de la proteina SAP en células NK pueden enviar sefiales inhibitorias [26,41], una
baja densidad de ésta, también permite que el sitio citoplasmatico de los receptores SLAM
interactuée con fosfatasas inhibitorias [18].

Esta disminucion en la expresion de la proteina SAP, pudiera deberse a un microambiente
rico en citocinas, generado por las células malignas, que conducen al fenotipo inhibitorio a

la célula NK, como bien se ha reportado para algunos receptores de superficie[38].

Interesantemente, encontramos que existe una asociacion positiva baja (r?=0.261) entre la
expresion de la proteina adaptadora SAP y la capacidad citotoxica de las células NK de
pacientes pediatricos con LLA y ademas es estadisticamente significativo (P= 0.030). Lo
anterior demuestra que la disminucion en la expresion de SAP influye ligeramente en la
disminucion de la capacidad citotoxica de las células NK en pacientes pediatricos con LLA
ya que la actividad litica de las células NK dependen de muchas sefiales de activacion e

inhibicion.

Por otro lado no se encontraron diferencias significativas en el porcentaje de células NK
SAP*, entre el grupo control y grupo de pacientes. No obstante se identificaron 4 valores
atipicoss en el grupo de pacientes cuyo porcentaje de células NK SAP* fue por debajo del
promedio, todos ellos con baja capacidad citotdxica; sin embargo, dos de ellos tuvieron una
buena repuesta al tratamiento esteroideo y los otros dos ademas de presentar mala respuesta

a la ventana esteroidea, tuvieron falla en la induccion a la remision y uno de ellos sufri6
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recaida en medula 6sea y fallecié de choque séptico. De manera interesante, tampoco se
encontraron diferencias significativas cuando se agruparon segun el género o cuenta de
leucocitos; ademas, las diferencias encontradas en la clasificacion por edad y de riesgo, se

debe principalmente a los valores atipicoss antes mencionados.

De ésta manera, podemos decir que la proteina adaptadora SAP contribuye a regular la
funcién ctotdxica de las células NK y alteraciones en su expresion puede contribuir a un
mal funcionamiento de las células NK que favorezca una eliminacién inadecuada de células

malignas en pacientes con LLA,
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7. CONCLUSIONES

1.- Las células NK de pacientes con LLA presentan una capacidad citotoxica disminuida
respecto al grupo control.

2.- No existen diferencias significativas en los niveles de expresion de SAP en celulas NK
de pacientes diagnosticados con LLA respecto al grupo control.

3.- Existe una asociacién positiva baja entre la expresion de la proteina adaptadora SAP y la
capacidad citotoxica de las células NK de pacientes pediatricos con LLA y ademas es
estadisticamente significativo (P= 0.030).

4.- La cuenta inicial de leucocitos es el Unico factor de prondstico asociado con un bajo

nivel de expresion de SAP en células NK.

8.-PERSPECTIVAS

v Aumentar el nimero de controles

v' Evaluar el efecto del microambiente tumoral, a través del suero sanguineo de
pacientes con LLA, en la citotoxicidad y expresion de SAP en células NK de
individuos sanos, para determinar si es el responsable de la disminucion en la

expresion de SAP en dichos pacientes.
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1. ANEXOS
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Anexo 1: Evaluacién de capacidad litica de células NK de individuos controles, pacientes

diagnosticados con LLA pre-B (n=18) y pacientes con LLA de linaje By T (n=41).
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Anexo 2: Estrategia de gating, grupo control (n=8) Seleccion de poblaciéon NK CD56™ CD3-; degranulacion y expresion de

SAP.
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Anexo 2: Estrategia de gating, grupo de pacientes (n=18) Seleccion de poblacion NK CD56° CD3-; degranulacion y

expresion de SAP.
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Anexo 2: Estrategia de gating, grupo de pacientes (n=18) Seleccién de poblacion NK CD56~ CD3-; degranulacion y
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Anexo 2: Estrategia de gating, grupo de pacientes (1=18) Seleccion de poblacion NK CD56™ CD3; degranulacion y
expresion de SAP.
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Anexo 2: Estrategia de gating, grupo de pacientes (1=18) Seleccion de poblacion NK CD56° CD3-; degranulacion y

expresion de SAP.
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Anexo 2: Estrategia de gating, grupo de pacientes (1=18) Seleccion de poblacion NK CD56° CD3-; degranulacion y

expresion de SAP.
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CUENTA DE % DE - RESPUESTAA TRATMIENTO

FOLIO RIESGO INMUNDFENDﬂPDMgLRAF?)ngEg:‘AB LEUCOS EN BLASTOS EN RTKSEI:::E%?;E SEXO EDAD (MESES) ACD107 SAPFOLDMIF % D:KCSE“U;‘LAS CITOMETRO LA VENTANA I:JA;L-SSDL: AD\C\DNAI:AAL RECAIDA S:-IE%:I,ED;A MUERTE CAUSA DE MUERTE
sSP MO AL DX ESTEROIDEA REMISION

11a001 1 PREB L2 9,600 98 No detectados o 187 11.22 12.68 93 FACS Calibur buena no no no noaplica no noaplica
11a003 1 PREB L1 6,760 95 No detectados o 165 0.47 10.03 905 FACS Calibur buena no no no noaplica no noaplica
112008 ) PREB L1 4,960 83 Mo detectados o 79 0.89 77 342 FACS Calibur buena no no no noaplica no noaplica
112009 ) PREB L1 5,200 97 Mo detectados o 46 B8.34 1053 805 FACS Calibur buena no no no noaplica no noaplica
Ila017 ) PREB L1 10,600 S0 Mo detectados o 59 16.66 1173 883 FACS Cantall buena no no no noaplica no noaplica
I1a020 1 PREB L1 92,100 100 Mo detectados o 202 £6.39 .03 84.7 FACS Calibur buena si Reinduccion no noaplica no noaplica
Ila0as 1 PREB L1 2800 54 Mo detectados o 184 12.01 7.Ba 95.3 FACS Canto 1 buena no no no noaplica no noaplica
112057 1 PREB L1 109520 999595955 BCR/ABLL menor o 184 0.25 3.56 711 FACS Cante 1l buena no no no noaplica no noaplica
112062 o PREB L1 6340 99999999 Mo detectados o 23 18.08 10.19 944 FACS Canto 11 buena no no no noaplica no noaplica
112066 1 PREB L2 18000 100 No detectados o 123 2974 2115 98.9 FACS Cante 1l buena no no no noaplica no noaplica
113002 1 PREE Ll 2,050 92 Nodetectados 1 162 395 1216 956  FACsCalibur  busna no no no noaplica si ::&?E:;:f’:ﬁ'clc'eﬁ'::::;;'frgglsats‘t”;;;;ﬂ:
112004 o PREB L1 8,290 82 No detectados 1 99 703 119 76.7 FACS Calibur mala si Reinduccién no noaplica no noaplica
Ila016 o PREB L1 25,000 90 No detectados 1 33 197 1413 595 FACS Cantoll mala si Reinduccién si Medula dsea si choque séptico
llao21 1 PREB L1 2750 100 No detectados 1 126 657 493 935 FACS Calibur buena no no no noaplica no noaplica
llans0 1 PREB L1 73050 99 No detectados 1 159 107 772 887 FACS Canto Il buena no no no noaplica no noaplica
I1aos51 1 PREB L2 67900 98 Mo detectados 1 140 2.38 10.48 96.4 FACS Canto 11 buena no no no noaplica no noaplica
I1ao61 1 PREB L2 1910 70 Mo detectados 1 136 2324 10.78 951 FACS Canto 11 buena no no no noaplica no noaplica
11a063 o PREB L1 7240 100 No detectados 1 23 46.88 12.87 942 FACS Canto 11 buena no no no noaplica no noaplica

Anexo 3: Tabla de contenido clinico y experimental de pacientes. Riesgo: bajo=0 alto=1; Sexo: hombre= 0 mujer=1; Respuesta a la ventana esteroidea buena: cuenta
absoluta de leucocitos menor a 1,000xmm? en sangre periférica tras 7 dias de ventana esteroidea; Respuesta a la ventana esteroidea mala: cuenta absoluta de leucocitos
mayor a 1,000 en sangre periférica después de 7 dias de esteroides; Falla a la induccion: cuenta de blastos en medula 6sea menor al 5% al final de la induccion;
Reinduccion: quimioterapia usada en pacientes que tuvieron falla a la induccion.
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