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RESUMEN
Objetivo: Determinar los niveles de caspasa-3 activa en pacientes pediatricos con leucemia
linfoblastica aguda (LLA) con resistencia a la quimioterapia.

Métodos: Se obtuvieron 6 muestras de aspirado de médula 6sea de pacientes pediatricos con
leucemia linfoblastica aguda que fueron resistentes al tratamiento convencional en un servicio
de oncologia pediatrica de la ciudad de Medellin. Para cada una de las muestras se aplicé las
técnicas de inmunofluorescencia indirecta y citometria de flujo para detectar los niveles de
Caspasa-3 activa.

Resultados: Se analizaron las muestras de 6 pacientes con LLA resistentes al tratamiento y 2
muestras de pacientes con otra patologia que fueron tomados como controles. En la
inmunofluorescencia indirecta se realizd una deteccién cualitativa, donde se observo una baja
reactividad al marcador Caspasa-3 en los pacientes resistentes al tratamiento. En la citometria
de flujo se realizé un andlisis cuantitativo, la positividad para Caspasa-3 en pacientes resistentes
al tratamiento fue de 1.44% + 1.44 y en pacientes susceptibles al tratamiento fue de 16.35% *
1.57.

Conclusion: Se demostrd que los pacientes con LLA resistentes al tratamiento tienen una
expresion disminuida de los niveles de Caspasa-3 activa, resaltando que los nifios menores de
5 afios tenian valores cercanos a 0% de esta molécula. Este hallazgo permite el avance de esta
molécula como un biomarcador importante para el estudio de la resistencia de las leucemias a
los regimenes de quimioterapia convencional, por lo que es razonable sugerir su inclusién en
la bateria de pruebas de seguimiento de los pacientes posterior al tratamiento.
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SUMMARY

Identification of Active Caspase-3 levels
in pediatric patients with therapy-
resistant acute lymphoblastic leukemia.

Objective: Determine the levels of Active
Caspase-3 in pediatric patients with acute
lymphoblastic leukemia therapy resistant.

Methods: Seven bone marrow samples
were obtained from pediatric patients with
therapy-resistant  acute  lymphoblastic
leukemia in a pediatric oncology service in
the city of Medellin. For each samples it
was applied indirect immunofluorescence
and flow cytometry for detection of Active
Caspase-3 levels.

Results: Seven bone marrow samples with
therapy-resistant  acute  lymphoblastic
leukemia and two control samples with
another pathologies were analyzed. Using
the indirect immunofluorescence, a
qualitative detection was performed, where
a low reactivity to the Caspase-3 marker
was detected in patients resistant to the
treatment. In the flow cytometry a
quantitative analysis was performed, the
positivity of Caspase-3 in patients resistant
to the treatment was 1.44% + 1.44 and in
patients susceptible to the treatment was
16.35% + 1.57.

Conclusions: It was shown that patients
with therapy-resistant acute lymphoblastic
leukemia have a diminished expression of
Active Caspase-3 levels, highlighting that

children under 5 years had values close to
0% of this molecule. This finding allows
the advance of this molecule as a important
biomarker for the study of therapy-resistant
leukemias, so it is reasonable to suggest its
inclusion in the patients’s follow-up tests.

KEY WORDS
Acute lymphoblastic leukemia; Apoptosis;
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INTRODUCCION

La leucemia linfoblastica aguda es una
enfermedad que afecta la médula Osea,
generando la proliferacion de blastos de
origen linfoide que salen a sangre periférica
sin una funcion definida, esta neoplasia es
de mayor frecuencia en la poblacion
pediatrica, con mayor incidencia entre las
edades de 2 a 5 afos (1-2). El tratamiento
utilizado para el manejo de esta enfermedad
es la quimioterapia que se divide en tres
fases:  induccion,  consolidacion y
mantenimiento, cuya finalidad es bloquear
la multiplicacién y destruir las células
malignas (3). Sin embargo, en el curso de
este tratamiento se puede presentar falla
terapéutica  desencadenada por una
resistencia a la accion de los medicamentos,
generada, entre otros, por procesos de
muerte acarreados por una resistencia al
proceso de apoptosis. La Caspasa-3 es una
enzima necesaria para llevarse a cabo el
proceso de apoptosis que genera un balance
entre la proliferacion y pérdida celular, la
accion de esta molécula culmina en la
fragmentacion del DNA y el
desmantelamiento de la estructura celular.
Este proceso se puede ver afectado por la
hipermetilacion de genes supresores de




tumores como p53 y APAF1, generando
una resistencia a la apoptosis (4-6). En la
actualidad no hay estudios especificos
sobre los niveles de Caspasa-3 activa en
pacientes con leucemia linfoblastica aguda
que han sido resistentes a la quimioterapia
convencional por lo que surge la necesidad
de indagar su correlacion, siendo este el
objetivo de la investigacion. Para cumplirlo
se seleccionaron pacientes con resistencia a
la quimioterapia, asistentes al servicio de
oncologia pediatrica del hospital San
Vicente Fundacion, a partir de los cuales se
tomaron muestras de aspirado de médula
6sea, en el que se determinaron los niveles
de Caspasa-3 por inmunofluorescencia
indirecta (IFI1) y citometria de flujo, los
resultados obtenidos evidencian una
disminucion en la expresion de Caspasa-3
en los pacientes con LLA resistentes al
tratamiento.

METODOLOGIA

Se realizd un estudio Observacional
analitico de corte transversal. Se
seleccionaron 6 pacientes con LLA
resistentes a la quimioterapia convencional,
que fueron diagnosticados, caracterizados y
tratados por el servicio de oncologia
pedidtrica del hospital San Vicente
Fundaciéon, Medellin (Antioquia), entre
noviembre 2017 y julio 2018, a los cuales
se les realizd un aspirado de médula dsea,
estas muestras fueron almacenadas vy
refrigeradas en el grupo de neurociencias de
Antioquia, area  Tematica  Neuro-
degenerativas, Neuroquimica y Biologia
Molecular, para determinar los niveles de
caspasa-3  mediante  las  técnicas:
inmunofluorescencia indirecta, la cual fue
previamente estandarizada con extendidos
de células CD34 que se obtuvieron a partir

de donantes de aféresis y finalmente, por
citometria de flujo.

Inmunofluorescencia indirecta (IFI)
Para llevar a cabo esta técnica se realizaron
los siguientes procedimientos: Fijacion del
extendido de médula Osea,
permeabilizacion y bloqueo, adicion de
anticuerpo primario y por ultimo adicién
del anticuerpo secundario

Fijacion

Se cubrieron las placas con metanol puro a
-20°C por 10 minutos. Pasado este tiempo
se realizaron dos lavados con PBS cada
lavado tuvo una duracion de 5 minutos.

Permeabilizacion y bloqueo:

Se adicion0 en un tubo Falcon, Albumina
sérica bovina (concentracion final 5%) y
triton x 100 (concentracion final, 0.15%)
por ultimo se aford con solucién PBS. Para
la permeabilizacion de la célula se utilizo el
detergente triton X 100 debido a que este no
disuelve las proteinas celulares. Esa
solucion se adicion6 a las placas por 30
minutos. Después, se lavaron rapidamente
con PBS para eliminar exceso de albumina
y tritdn. Luego se prepararon y adicionaron
los anticuerpos primarios de la siguiente
manera:

Adicion de Anticuerpo primario

Se utilizaron 4 tubos, en el tubo 1 se
adiciono Iml de la  solucion
permeabilizacion y bloqueo preparada
anteriormente, en el tubo 2 se adicionaron
300ul de dicha solucién y se mezclaron con
700 pl de PBS. En el tubo 3 se preparo6 una
solucion de anticuerpo con mayor
concentracion (5:200), para lo cual se
tomaron 200ul de la solucién preparada en
el tubo 2 y se adicionaron 5 pl de los
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Figura 1: Determinacion de CD34 (rojo), caspasa-3 (verde) y nucleo (azul) y la imagen
combinada de las fotografias en extendidos provenientes de aféresis de células CD34+.

anticuerpos primarios contra Caspasa-3
activa (origen conejo) y CD34 (origen
raton), finalmente se preparo el tubo 4 con
el anticuerpo con menor concentracion, en
el que se diluyeron 2ul de los anticuerpos
mencionados, en 200 ul de la solucion
preparada en el tubo 2. Los anticuerpos
preparados se adicionaron en cada
extendido y se almacenaron en una camara
himeda por 24 horas a 4°C.

Adicion de Anticuerpo secundario

A las 24 horas se lavaron las placas 5 veces
por 5 minutos con PBS, luego se adiciond
los anticuerpos secundarios y se observo la
reaccion en el  microscopio  de
inmunofluorescencia asi: Alexa Fluor 488
donkey anti-rabbit (1:500 en PBS) y Alexa
Fluor 594 donkey anti-mouse (1:500 en
PBS). Los nucleos de las células fueron
marcados con el colorante de fluorescencia
azul DAPI. Los anticuerpos secundarios y
la tincién nuclear fueron incubados durante
una hora a temperatura ambiente en
oscuridad, tiempo después del cual las
placas fueron lavadas 5 veces durante 5

minutos con PBS, para posteriormente ser
montadas con el medio de preservacion de
fluorescencia Fluorsave. Las fotografias
fueron tomadas en un microscopio de
fluorescencia Floyd Cell Imaging Station
(Life Technologies).

Citometria de flujo

Para la citometria de flujo, una muestra de
100 pl de medula ésea fue incubada con
solucion de lisis de eritrocitos durante 30
minutos a 37° C. Posteriormente fueron
centrifugadas a 1500 rpm por 10 minutos y
resuspendidas en PBS con anticuerpo
primario anti-Caspasa-3 en la misma
concentracion utilizada para la
inmunofluorescencia. Posteriormente las
células fueron lavadas tres veces con PBS e
incubadas con anticuerpo secundario Alexa
Fluor 594. Las células posteriormente
fueron lavadas y leidas en un citometro de
flujo Fortessa Il (Beckton Dickinson).
Como controles se utilizaron células
fijadas, previamente caracterizadas como
sensibles a la quimioterapia, almacenadas




en el biobanco del Grupo de Neurociencias
de Antioquia.

RESULTADOS

Caracterizacion de pacientes

En la tabla 1 se pueden apreciar los datos de
los 8 pacientes participes de la presente
investigacion, con un cddigo asignado a
cada uno, diagnostico de la enfermedad,
conteo de blastos en porcentaje, sexo
biol6gico, edad y riesgo atribuido a la
enfermedad. Dos de los ocho pacientes
(codigos 1y 2) fueron designados como
controles, cuyas patologias diagnosticadas
fue aplasia medular y mononucleosis
infecciosa respectivamente, los 6 pacientes
restantes fueron diagnosticados con LLA
de diferente linaje: 2  pacientes
diagnosticados con LLA cuyo linaje
afectado fue el de células T con predominio
en los pacientes de sexo masculino y en los
4  pacientes restantes, el linaje
comprometido fue el de las células B cuyo
sexo bioldgico predominante fue el
femenino. Se puede observar que la
neoplasia afectd a pacientes pediatricos
cuyas edades oscilan entre los 1 y 13 afios,
confirmando lo mencionado en la literatura

con respecto a la afecciéon de la LLA en la
poblacion pediatrica.

Estandarizacion de la técnica de
inmunofluorescencia indirecta

Al realizar la estandarizacion de la prueba
con las dos concentraciones de anticuerpos
empleadas, se observdO que no hubo
diferencia significativa entre las dos
concentraciones (datos no mostrados), por
lo que se utilizé los anticuerpos de menor
concentracion para realizar la
inmunofluorescencia indirecta (Figura 1).
Se evidencia el nucleo celular, Ila
glucoproteina transmembranal o cluster de
diferenciacion CD34 positivo y el marcador
apoptotico caspasa-3, negativa. Estos
resultados indican que los anticuerpos
utilizados reconocen especificamente los
antigenos (CD34+) y que no presentan
fluorescencia  inespecifica  (caspasa-3
negativa). En la tabla 2 se indican los
porcentajes de células CD34+ contados a
partir de la inmunofluorescencia. Estos
datos fueron obtenidos a partir de la tincién
realizada a dos extendidos controles,
llevada a cabo por triplicado por tres
observadores diferentes.

Cédigo Diagnéstico

Controles 1 Aplasia
2 Mononucleosis infecciosa

T-LLA A T-LLA

B T-LLA

B-LLA C B-LLA

D B-LLA

E B-LLA

F B-LLA

Blastos en sangre Sexo Edad (afios) Riesgo
N/A M 6 N/A
N/A F 5 N/A
96% F 74 Alto
67% M 9 Intermedio
0,1% F 5 Alto
89% F | Alto
96% F 9 Intermedio
81% F 13 Intermedio

N/A: No aplica; T-LLA: Leucemia linfoblastica aguda de células T; B-LLA: Leucemia

linfoblastica aguda de células B.

Tabla 1. Datos de los pacientes suministrados por el Hospital San Vicente fundacion

5



https://es.wikipedia.org/wiki/Glucoprote%C3%ADna
https://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna_transmembranal
https://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna_transmembranal
https://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%BAmulo_de_diferenciaci%C3%B3n
https://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%BAmulo_de_diferenciaci%C3%B3n

Cédigo control % de blastos
1 6+3%
2 14 £ 4,16%

Tabla 2. Resultados del conteo de células
CD34+ a partir de inmunofluorescencia de
extendidos de aféresis de células CD34+.

Inmunofluorescencia para CD34 vy
caspasa-3 en controles y pacientes

Con el fin de comprobar la estandarizacion
de la inmunofluorescencia a continuacion
se realizo la determinacion de CD34 y

Niucleo Caspasa-3

Control proliferative
(Mononucleosis infecciosa)
200x

(Aplasia)

Control no proliferativo
200x

(Molécula proapoptotica)
200x

Control Caspasa-3 activa

Caspasa-3 por microscopia de
fluorescencia (Figura 2) en células con alto
grado de proliferacion (mononucleosis
infecciosa), filas 1 y 2, baja tasa de
proliferacion (aplasia medular), filas 3y 4,
y en células expuestas a un farmaco
inductor de apoptosis, filas 5y 6. Mientras
que las muestras 1 y 2 mostraron altos y
bajos niveles de fluorescencia para CD34,
respectivamente y ninguna fluorescencia
para caspasa-3, La muestra expuesta al
agente pro-apoptotico mostro positividad y
co-localizacion para CD34 y caspasa-3.

CD34 Mezcla

Figura 2: Determinacion de CD34 (rojo), Caspasa-3 (verde) y ndcleo (azul) y la imagen
combinada de las fotografias a partir de células con alta tasa de proliferacion (filas 1 y 2), baja
tasa de proliferacion (filas 3 y 4) y expuestas a una molécula pro-apoptética (filas 5y 6).




A continuacion, se realizé
inmunofluorescencia de dos de los
extendidos obtenidos de pacientes con
diagnéstico de LLA-T, indicando una

Nucleo Caspasa-3

100x

Paciente A

200x

Pacientes con LLA-T

Paciente B
100x

200x

Finalmente, se realizé inmunofluorescencia
de los 4 extendidos obtenidos de pacientes
con diagnostico de LLA-B, mostrando
reactividad para CD34, pero baja
reactividad para el marcador caspasa-3
(Figura 4).

Citometria de flujo para Caspasa-3,
controles susceptibles y pacientes con
resistencia a la quimioterapia

Finalmente, se realizé la determinacion por
citometria de flujo del marcador caspasa-3
en controles susceptibles a la quimioterapia

reactividad baja para CD34, pero asi
mismo, una reactividad baja para el
marcador caspasa-3 (Figura 3).

CD34 Mezcla

Figura 3: Determinacion de CD34 (rojo), Caspasa-3 (verde) y nacleo (azul) y la imagen
combinada de las fotografias a partir de células obtenidas de los pacientes A (filas 1y 2) y B
(filas 3 y 4), diagnosticados con LLA-T

(A’-D’) y en células provenientes de
pacientes con resistencia (A-F). Notese que
las células controles, fueron positivas a la
fluorescencia del Alexa Fluor (AF) 594,
queriendo decir que expresaron porcentajes
de positividad de caspasa-3 entre el 14.4%
y el 18.2%, mientras que en las células de
pacientes con resistencia el porcentaje de
positividad fue menor al 4.27%. Con
respecto a la media de fluorescencia, los
controles tuvieron un valor mas alto que la
media de los pacientes con unos valores
promedio de 889.75 y 205.5
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Figura 4: Determinacion de CD34 (rojo), Caspasa-3 (verde) y nacleo (azul) y la imagen
combinada de las fotografias a partir de células obtenidas de los pacientes C (filas 1y 2), D
(filas 3y 4), E (filas 5y 6) y F (filas 7 y 8) diagnosticados con LLA-B.

Paciente F

200x




respectivamente. Los promedios de la
mediana fueron para los controles y los
pacientes 230.33 y 134.33 respectivamente,
dos de los controles se encontraron por
debajo de 257.5 y los otros dos por encima
del punto medio contrario a lo que se

observa en los pacientes donde solo dos de
estos estuvieron por debajo del punto medio
(Tabla 3). Siendo estos valores
estadisticamente significativos entre los
pacientes y controles (P < 0,05).

Control Media Mediana AF594+ AF594-

'y 6EE 339 16,7% 83,3%

B 1053 223 14.4% B85.6%

[ 696 210 16.1% 83.9%

o 1124 256 18,2% 81,8%
Promedio + 889,75+ 231,35 257,5 £ 57,61 16,35% £ 1,57 83,65% £ 1,57

Desviacidn estdndar

Paciente media mediana AF594+ AF594-

A 166 138 0,670% 99,3%

B 196 154 1.44% 98.6%

c 260 155 1.35% 98.7%

D 138 89 0.466% 99.5%

E 213 139 0,502% 99,5%

F 260 131 4.27% a95. 7%
Promedio + 205,5 + 49,4* 134,33 2 24,14% 1,44% & 1,44* 98,55% £ 1,45*

Desviacion estandar

*P<0,05

Tabla 3: Datos estadisticos del anélisis de la fluorescencia para caspasa-3 mediante citometria
de flujo en controles susceptibles y células de LLA resistentes a la quimioterapia.

DISCUSION

Nuestro estudio estuvo enfocado en
determinar los niveles bajos de Caspasa-3
asociados a la proliferacion de células
malignas en pacientes con LLA. La
importancia de este tipo de leucemia radica
en que actualmente estd relacionada con
cerca del 75% de las leucemias en pacientes
de edades pediatricas. Teniendo en cuenta
que para ejecutarse el proceso de apoptosis
es necesaria la activacion de la Caspasa-3,
buscamos la asociacion de esta enzima con
la resistencia al tratamiento
quimioterapeutico  convencional.  La

importancia de la caspasa-3 radica en que
su actividad catalitica esta involucrada en el
mantenimiento de la homeostasis celular,
participando en los procesos que
desencadenan la degradacion del DNA, el
desmantelamiento de la estructura celular,
la detencion del ciclo celular vy, por
supuesto, la eliminacion de células
cancerigenas en el organismo (7-9). En este
estudio, en primera instancia,
estandarizamos las condiciones
metodoldgicas de la técnica de
Inmunofluorescencia Indirecta para la




deteccion de marcadores de inmadurez
leucocitaria (CD34) y de la caspasa-3, en la
que se utilizaron anticuerpos primarios
monoclonales anti- CD34 y -caspasa-3
activa 'y  anticuerpos monoclonales
secundarios acoplados a moléculas
fluorescentes. De igual manera, empleamos
la técnica citometria de flujo, previamente
estandarizada en el laboratorio de
Neurociencias, utilizando los anticuerpos
contra caspasa-3, con el fin de validar la
cuantificacion de la expresion de dicha
molécula. Estas técnicas modernas tienen
una sensibilidad y especificidad mayor del
80%, més aun, en la actualidad la citometria
de flujo es la prueba mas utilizada para
inmunotipificacion de la LLA por el uso de
biomarcadores especificos como CD10,
CD19, CD22 (LLA-B) y CD3, CD7, CD?5,
CD2 (LLA-T) (10).

En el estudio realizado se mostrd evidencia
de que los pacientes con LLA, resistente al
tratamiento, presentan una expresion
disminuida de Caspasa-3, con reactividad
de inmunofluorescencia y valores de
intensidad media y mediana de
fluorescencia y porcentajes de activacion
menores que los encontrados en muestras
provenientes de pacientes con leucemias
susceptibles al tratamiento. Dado que el
mecanismo de accion de la terapia
antineoplasica se basa, entre otros, en la
induccion de apoptosis, y al tener esta
molécula niveles bajos de activacion en
estos pacientes, es razonable considerar que
los farmacos utilizados en la quimioterapia
de rutina no estan ejerciendo su funcion,
por lo que no hay mejoria de los pacientes.
En este contexto, otros estudios han
sugerido que los valores disminuidos de
Caspasa-3 contribuyen en la proliferacion
de células malignas en diferentes
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neoplasias como cancer de mama, cancer
de mucosa oral, entre otros (11-13).

Un factor importante en el pronostico de la
LLA es la edad del paciente, afectando
principalmente nifios menores de 15 afos
(10); en los datos de los pacientes
suministrados por el hospital San Vicente
Fundacidn se especifica el riego para cada
uno de ellos, encontrandose todos en las
categorias de riesgo intermedio y alto. Para
esta clasificacion se tuvo en cuenta la edad,
recuento de blastos, fenotipo,
caracterizacion citogenética/molecular y la
invasion al sistema nervioso central
(blastos en liquido cefalorraquideo). Entre
los resultados obtenidos mediante la
citometria de flujo, es importante resaltar
que los porcentajes de Caspasa-3 positiva
(de acuerdo con la fluorescencia del
anticuerpo secundario acoplado a Alexa
Fluor 594) se encontraron mas disminuidos
en los pacientes menores de 5 afios, con un
promedio de 0.547%, en comparacion con
los pacientes mayores de 5 afios, con un
promedio de 2,35%. Presentando en ambos
casos, valores disminuidos de Caspasa-3,
hallazgos que generan un mal pronostico a
los pacientes por su resistencia al
tratamiento convencional. Con respecto al
género femenino y masculino se ha
demostrado que la LLA afecta
principalmente a los hombres (14), hecho
que no se ve reflejado en el grupo de
pacientes estudiados en este trabajo, lo que
puede ser atribuido al tamafio de la muestra.
Por lo que futuros estudios que incluyan un
tamario poblacional mayor, darian indicios
del comportamiento epidemiolégico de esta
resistencia en la poblacion infantil. A pesar
del tiempo destinado a la busqueda de los
pacientes, una limitacion del estudio fue el
poco numero de muestras con el que se




contd, esto debido a la baja incidencia tanto
de esta neoplasia, como de la misma
resistencia. Sumado a esto, el contar con un
solo convenio institucional hospitalario,
redujo considerablemente la posibilidad de
obtener un mayor namero de casos.

Con los resultados de este estudio, es
factible sugerir que la determinacion de la
activacion de la caspasa-3 pudiera
constituir un biomarcador importante para
el estudio de la resistencia de las leucemias
a los regimenes de quimioterapia
convencional, por lo que es razonable
proponer su inclusion en la bateria de
pruebas de seguimiento de los pacientes
posterior al tratamiento. De igual manera,
se sugiere la inclusién del estudio de varias
proteinas participes en el proceso de
apoptosis, y que nos ayuden a esclarecer
mejor el papel de estas proteinas y las
consecuencias derivadas con la presencia
de bajos niveles en pacientes con LLA
resistentes al tratamiento, todo esto con el
fin de generar mejores aproximaciones
diagnosticas, pronosticas y terapéuticas.

CONCLUSIONES

La LLA es una neoplasia de importancia
que afecta principalmente a nifios. La
deteccion de niveles bajos de Caspasa-3
activa en estos pacientes puede servir en el
futuro con el apoyo de mas investigaciones
como un biomarcador para evaluar la
resistencia a la quimioterapia convencional
de las leucemias e indicador de
proliferacion celular.

ASPECTOS ETICOS

Se  firmaron los  consentimientos
informados por parte de los padres de cada
uno de los pacientes utilizados en el
estudio.
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