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Resumen Introduccién: varios estudios han encontrado evidencia de estrés oxidativo (EOx) crénico en las
neoplasias hematoldgicas (NH]. Sin embargo, el mecanismo molecular subyacente asociado al EOx
e inflamacién en estas patologias, actualmente no esta claro. Objetivos: analizar la expresién génica
de enzimas antioxidantes y citoquinas inflamatorias y relacionarla con la expresion del gen Nrf2 en
sujetos con NH. Materiales y Métodos: se realiz6 un estudio descriptivo entre junio de 2017 y mayo
de 2018. Se evalug la expresion génica de catalasa (CAT), superdxido dismutasa (SOD], peroxirredo-
xina- 2 (PRX-2), IL-6, TNF-aL y Nrf2 por Retrotranscripcion-PCR tiempo real en células mononucleares
de sangre periférica. Resultados: se analizaron 33 pacientes con NH y 22 controles sanos. Las NH de-
tectadas, en orden de frecuencia, fueron: leucemias agudas 70 %, neoplasias linfoproliferativas (NLP)
12 %, sindromes mielodisplasicos (SMD] 9 % y neoplasias mieloproliferativas (NMP) 9 %. El grupo NH
mostrd disminucién significativa (p < 0,05) en la expresién de los genes de las enzimas y TNF-a. en
los grupos SMD, NLP y NMP. La expresién del gen Nrf2 estuvo fuertemente asociada con la expresién
del gen PRX-2 (R%=0,73). Conclusiones: estos hallazgos reforzarian las bases de un potencial vinculo
entre la disminucidn de los antioxidantes y el incremento de EOx en las NH, ademads de sefialar a Nrf2
como posible gen regulador del sistema antioxidante.
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Abstract Introduction: Several studies have found evidence of chronic oxidative stress (0xS] in hematologic
neoplasia (HN). However, the underlying molecular mechanism associated with 0xS and inflammation
in these pathologies is currently unclear. Objectives: To analyze the gene expression of antioxidant
enzymes and pro-inflammatory cytokines, and relate it to the expression of the Nrf2 gene in subjects
with HN. Materials and Methods: A descriptive study was conducted between June 2017 and May
2018. Thirty-three HN patients and 22 healthy controls were studied. Catalase (CAT), superoxide dis-
mutase (SOD), peroxiredoxin-2 (PRX-2], IL-6, TNF-o and Nrf2 gene expression was evaluated by real-
time RT-PCR in peripheral mononuclear blood cells. Results: The HN identified, in frequency order, were:
acute leukemia 70%, lymphoproliferative neoplasms (LPN] 12%, myelodysplastic syndromes (MDS)
9% and myeloproliferative neoplasms (MPN) 9%. HN patients showed a significant decrease (p<0.05)
in the expression of enzyme genes and TNF-ou in MDS, LPN and MPN. Nrf2 gene expression showed
strong association with PRX-2 gene expression (R?=0.73). Conclusions: These findings strengthen the

ooty e basis of a potential link between detoxifying enzymes and increased 0xS levels in HN, besides showing
Codigo Bibliografico:RBYPC N2 as a possible regulatory gene of the antioxidant system.
e e ecepa Keywords: Hematological neoplasms; oxidative stress; inflammation; gene expression.
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Introduccién

Las neoplasias hematolégicas comprenden un grupo he-
terogéneo de trastornos neopldsicos clonales que surgen del
tejido hematopoyético, el cual genera las progenies mieloides
(granulocitos, monocitos- macréfagos- células dendriticas
mieloides, plaquetas y eritrocitos) y las células linfoides (lin-
focitos B, T, NK y células dendriticas plasmacitoides). Repre-
sentan un amplio espectro de enfermedades, desde leucemias
crénicas lentamente progresivas hasta leucemias agudas
y linfomas de alto grado, y se encuentran entre los canceres
humanos mas rapidamente progresivos. Al igual que con otros
canceres, el diagnéstico y la clasificacién de las neoplasias he-
matoldgicas se han basado tradicionalmente en la morfologia
celular. Por el contrario, |a clasificacién basada en la patogenia
molecular, probablemente, sea mas informativa, proporcione
una mejor estratificacion prondstica y oriente el tratamiento
dirigido. Los avances en las tecnologias gendmicas ahora lo
hacen posible [1]. Durante décadas, la idea general de las tera-
pias contra el cancer fue erradicar un porcentaje tan alto como
fuera posible de las células tumorales, aplicando la dosis maxi-
ma tolerada de un agente téxico. Una de las observaciones in-
mediatas fue, sin embargo, que incluso una gran reduccién del
contenido de células cancerosas en el organismo del paciente
puede ser transitoria y puede producirse una recurrencia pos-
terior [2]. Por lo tanto, es importante el desarrollo de nuevas
estrategias terapéuticas para combatir las neoplasias hemato-
I6gicas, las cuales deberian basarse en el conocimiento de los
distintos factores que participan en el complejo proceso de la
leucemogénesis.

En muchos tipos de cancer se ha encontrado evidencia de
estrés oxidativo (EOx) cronico, incluyendo varias neoplasias
hematopoyéticas como la leucemia linfoblastica aguda (LLA],
sindrome mielodisplasico (SMD] y leucemias mieloides que, a
su vez, comprenden la leucemia mieloide cronica (LMC) y la
leucemia mieloide aguda (LMA). Existen pruebas de que las es-
pecies reactivas de oxigeno (EROS) derivadas de tumor podrian
promover la supervivencia celular, la migracidn y metastasis, la
proliferacién e incluso, la resistencia a las drogas, dependiendo
del origen del cancer. Por otro lado, la produccién en exceso de
EROS esta vinculada a la inflamacién no resuelta, debido a que,
al reaccionar covalentemente con moléculas de muy diversa
indole, dafan los tejidos y pueden llevar a la necrosis celular y
tisular. Por ello, la resolucién de la inflamacién y la superviven-
cia dependen en gran medida de los mecanismos de remocién
de las ERQS [3]. Varios estudios han demostrado que el factor
de transcripcion Nrf2 (Nuclear factor erythroid 2- related factor
2] contribuye al proceso antiinflamatorio, regulando el recluta-
miento de células inflamatorias y la expresion génica a través
de elementos de respuesta antioxidante [4].

Las EROS desempefian acciones tanto positivas como ne-
gativas en la proliferacién y supervivencia de una célula. Esta
doble naturaleza ha sido explotada por las células leucémicas
para promover su crecimiento, supervivencia e inestabilidad
gendémica. Actualmente, esta bien reconocido que las EROS y
los radicales libres producidos por el metabolismo del oxigeno

son iniciadores y promotores importantes de la carcinogénesis
y contribuyen a la progresion del tumor. Las EROS son genera-
das principalmente por la mitocondria, el reticulo endopldsmico
y la NADPH oxidasa unida a la membrana [5]. Las células nor-
males regulan el contenido intracelular de ERQS, balanceando
la generacidn de EROS y los sistemas depuradores. Juntas, la
produccién de EROS y la expresién y actividad de las enzimas
antioxidantes constituyen el control redox primario de las cé-
lulas leucémicas [6]. Entre las principales enzimas antioxidan-
tes, se encuentran la superdxido dismutasa, la catalasa y la pe-
roxirredoxina. La superéxido dismutasa fue una de las primeras
enzimas antioxidantes caracterizadas y es capaz de dismutar
dos aniones superoxido en perdxido de hidrégeno (H205) y oxi-
geno molecular (0;). La catalasa, una enzima hemo que catali-
zalareaccién que convierte dos moléculas de H,0, en 0, y dos
moléculas de agua (H»0), es responsable de la desintoxicacion
de diversos fenoles, alcoholes y peréxido de hidrégeno. Las pe-
roxirredoxinas son una familia de seis isoenzimas capaces de
reducir hidroperéxidos de alquilo y H,0; a su correspondiente
alcohol o H>0 [7].

Estudios recientes han revelado que Nrf2 regula la expre-
sioén de enzimas desintoxicantes y los genes antioxidantes que
protegen las células de varias lesiones, a través de sus efectos
antiinflamatorios, influyendo asi en el curso de la enfermedad
[8].Nrf2 es referido como el “regulador maestro” de la respues-
ta antioxidante, que modula la expresion de cientos de genes
que, aparentemente, controlan procesos no relacionados, ta-
les como la respuesta inmune e inflamatoria, laremodelaciény
la fibrosis de tejido, la carcinogénesis y la metastasis e incluso,
la disfuncidn cognitiva y la conducta adictiva [9].

En el proceso inflamatorio que acompanfia a las neoplasias
hematoldgicas, intervienen varias citoquinas, entre las cuales
se destacan TNF-a. e IL-6. TNF (tumor necrosis factor) ha sido
sefialado como el principal regulador de la inflamacién y un
agente clave en la red de citoquinas. TNF (también conocido
como TNF-a) fue reconocido como una molécula de comuni-
cacién intercelular singularmente poderosa, con funciones
cruciales y no redundantes en la inmunidad innata y adapta-
tiva [10]. La IL-6 (interleuquina 6] es una citoquina pleiotré-
pica que participa de varias funciones bioldgicas, tales como
la regulacién del sistema inmune, los procesos regenerativos,
el metabolismo, la homeostasis 6sea, la proteccién cardio-
vascular y la funcién neural. Esta citoquina esta implicada en
la aparicién y el desarrollo de varios estados de enfermedad,
particularmente, de enfermedades inflamatorias autoinmunes
ycronicas [11].

Recientemente, los avances en las tecnologias moleculares
han dado lugar a importantes mejoras en la comprensién de la
patogénesis molecular de las neoplasias hematolégicas, pero
la asociacién entre el EOx, la inflamacién y la malignidad toda-
viano esta clara. En la actualidad, existen terapias productoras
de EROS que emplean el EOx para inclinar el balance entre el
crecimiento y la supervivencia hacia la muerte celular.

El propdsito de este estudio fue analizar la expresion de los
genes de las enzimas antioxidantes catalasa (CAT), superéxido
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Tabla I. Frecuencia y distribucién de las neoplasias hematolégicas.

Grupo Diagnéstico Edad* [afios] Sexo femenino Sexo masculino
LMA 33(18-67) 2 10
LA
LLA 38(21-60 2 8
n=23 [ )
LA bifenotipica 41 0 1
SMD SMD 19 (18-21) 1 2
N=3 .
Linfoma 72 (59-84) 0 2
NLP LLC 65 0 1
n=4 GMS| 52 0 1
NMP LMC 63(61-65) 0 2
n=3 SMD/NMP 23 0 1

» LA, leucemia aguda; LMA, leucemia mieloide aguda; LLA, leucemia linfoide aguda; SMD, sindrome mielodisplésico; NLP, neoplasia linfoproliferativa; LLC,
leucemia linfatica crénica; GMSI, gammapatia monoclonal de significado incierto; NMP, neoplasia mieloproliferativa; LMC, leucemia mieloide crénica;

*mediana y rango.

dismutasa [SOD) y peroxirredoxina- 2 (PRX-2] y de los genes
de proteinas inflamatorias, IL-6 y TNF-q, y relacionarla con los
niveles de expresion del gen Nrf2 en sujetos con neoplasias he-
matoldgicas en la provincia de Tucuman.

Materiales y métodos
Disefo, poblacidn y muestra

Se realiz6 un estudio exploratorio descriptivo entre junio de
2017 y mayo de 2018 en el Instituto de Bioquimica Aplicada
de la Universidad Nacional de Tucuman (UNT]. Se incluyeron
pacientes con diagnéstico de neoplasia hematolégica, que
fueron diagnosticados en los Servicios de Hemato-Oncologia
de 2 hospitales pertenecientes al sistema provincial de Salud
de la provincia de Tucuman, Hospital Presidente Néstor Kirch-
ner y Hospital Centro de Salud Zendén Santillan. Los individuos
sanos fueron reclutados en el Instituto de Bioquimica Aplicada
mediante invitacion oral,y eran estudiantes o empleados de la
UNTen su gran mayoria.

Los criterios de inclusién fueron mujeres y hombres con
edad = 16 afios con diagndstico de neoplasia hematoldgica
que no estaban recibiendo tratamiento anti-neopldsico, debido
a que la quimioterapia provoca formacion de EROS. Los sujetos
saludables debian ser = 18 afios y poseer un hemograma not-
mal. Los criterios de exclusién fueron la presencia de diabetes,
enfermedad coronaria, artritis reumatoidea, dislipemia, hiper-
tensién, malignidades, hepatopatia crénica, o disfuncién renal.

La muestra fue intencional de acuerdo con los criterios de
inclusién y exclusién. La unidad de analisis fue cada paciente
y sujeto sano que cumplié con los criterios de inclusién y que
fue estudiado mediante una muestra de sangre obtenida con
EDTA-K; para realizar el analisis molecular.

Estudios hematoldgicos y del inmunofenotipo

El diagndstico de NH se realizé en los Servicios de Hema-
to-Oncologia de cada hospital. El hemograma automatizado
se efectud en contadores hematoldgicos (Sysmex KX-21N
y Abbott Cell-Dyn Ruby]. Los blastos fueron cuantificados
mediante recuento manual en frotis tefiidos con coloracién
May- Griinwald Giemsa. Las técnicas citoquimicas de mielo-
peroxidasa (MPQ) y acido periddico de Schiff (PAS) siguieron
el protocolo de Swirsky y Bain [12]. El inmunofenotipo fue
efectuado en citémetro de flujo de ocho colores BD FACSCAN-
TO™ I (BD Biosciences) que posee 3 laseres. Los principales
marcadores de linaje de las distintas series usados fueron:
e Linaje B: CD22, CD 79a (c]J, Ig sup, Cy CD19.
e Linaje T: CD3 m/c, TCR, CD2, CD7 y CD5.
e Linaje dendritico: CD123,CD11c, HLA-DR.
e Linaje mieloide: MPO, CD13, CD33, CD65,CD117,CD15.
e Linaje monocitoide: CD14, CD64, CD33, HLA-DR, CD35,

IREM

e Linaje megacarioblastico: CD41a, CD42b y CD61.
e Linaje eritroide: CD71, CD36, CD105

El diagnéstico y clasificacién de las NH se realizé sobre la
base de los criterios de clasificacién de neoplasias linfoides
y de neoplasias mieloides y leucemias agudas de la Organi-
zacion Mundial de la Salud (OMS) 2016 [13,14]. Las mismas
se categorizaron de la siguiente manera, para el estudio es-
tadistico comparativo:
® Grupo leucemias agudas, LA (incluy6 LMA y LLA)
® Grupo SMD
e Grupo neoplasias linfoproliferativas, NLP
e Grupo neoplasias mieloproliferativas, NMP [incluyd leuce-

mia mieloide crénica (LMC) y SMD/NMP].
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Figura 1. Expresion de los genes de enzimas antioxidantes y de proteinas inflamatorias en la poblacién estudiada.

8,0E-2 Oie
B ™~NF

6,0E-2
©
c
8
-3
@ 4,0E-2]
=

2,0E-2

* * *
0,0E0 1
LA NORMAL NLP NMP SMD
GRUPO

M sop
EcAT
PR

6,0E0

5,0E0]

4,0E0-

Mediana

2,0E0-

1,0E07]

* ok x

0,0E0— T T J
LA NORMAL NLP NMP SMD

GRUPO

» LA, leucemia aguda; SMD, sindrome mielodisplasico; NLP, neoplasia linfoproliferativa; NMP, neoplasia mieloproliferativa; CAT, catalasa; SOD, superdxido
dismutasa; PRX, peroxirredoxina- 2; TNF, factor de necrosis tumoral alfa; IL-6, interleuquina- 6; *p < 0,05 con respecto al grupo control.

Estudios moleculares

La expresion de los genes de CAT, SOD, PRX-2, IL-6, TNF-a,
y Nrf2 se analizé por Retrotranscripcion-PCR tiempo real (RT-
qPCR). Para la comparacion relativa de los niveles de expresion
del ARNm de estos genes, los datos obtenidos a partir de la PCR
tiempo real se normalizaron con respecto a la expresién del gen
de la gliceraldehido 6 -fosfato deshidrogenasa (GAPDH] (cuan-
tificacién relativa). El punto final cuantitativo para la PCR en
tiempo real es el ciclo umbral (Ct, del inglés threshold cycle).
El Ct se define como el ciclo de la PCR en el cual la fluorescencia
aumenta significativamente con respecto a la fluorescencia
basal.

Se obtuvo ARN de glébulos blancos de sangre entera anti-
coagulada con EDTA-K,, empledndose Trizol para la extraccién
(protocolo de INVITROGEN). La PCR, las curvas de melting (diso-
ciacion) y su andlisis posterior se realizaron en el equipo COBAS
2480 (Roche). Los amplicones fueron sometidos a un analisis
de temperatura de melting para establecer la especificidad
de los fragmentos amplificados y la identidad de los mismos.
Los cebadores y condiciones de la PCR se tomaron de Franco
etal [15] (CAT y PRDX-2), Rybicka et af [16] (SOD-2), Macari y
Lowrey [17] (Nrf2],yHanetal [18] (IL-6 y TNF-alfa). La expre-
sién génica se calculd con la siguiente férmula:

Nivel de expresién del gen bajo estudio = 24
[2-[& gen bajo estudio - Ct GAPDH]]

, es decir:

Consideraciones éticas

Se obtuvo un consentimiento informado y asentimiento (en
el caso de los menores de edad] de todos los pacientes para
el uso de los resultados obtenidos y se garantizé el anonimato
y confidencialidad de los mismos. Ambos documentos, el con-

sentimiento y el asentimiento, fueron aprobados por el Comité
de Bioética de la Facultad de Medicina de |a Universidad Nacio-
nal de Tucuman.

Anélisis de los resultados

El estudio estadistico se realizé mediante el Programa Es-
tadistico SPSS 23.0 (Chicago, USA). Los parametros hemato-
l6gicos y los niveles de expresidn génica se indicaron como
mediana y rango, y se compararon mediante la prueba U de
Mann Whitney. Las pruebas se realizaron con un nivel de sig-
nificacién de p < 0,05. La influencia de los niveles de expresion
del gen de Nrf2 sobre los genes de las enzimas antioxidantes y
de las proteinas inflamatorias, independiente del grupo [NH o
control}, fue evaluada por anélisis de regresion simple.

Resultados

Durante el periodo analizado se estudiaron 33 pacientes
(28 hombres y 5 mujeres] con diagndstico de neoplasia
hematoldgica (NH] y 22 sujetos aparentemente sanos (9
hombres y 13 mujeres). La NH mas frecuente fue la leuce-
mia aguda (Tabla ). Se detectaron 3 casos de LMA-M2, 3 de
LMA-M3, 1 de LMA-M4, 1 LA bifenotipica y en 5 casos, no se
pudo clasificar la LMA por falta de datos. Las LLA fueron todas
a células B (LLA-B). La reaccion de MPO fue positiva en el 92%
(11/12) de las LMA, mientras que el PAS fue positivo en el 70%
(7/10) delas LLA.

Los datos hematolégicos y nivel de expresién del gen de
Nrf2 de los individuos con NH y de los controles saludables
pueden observarse enla tabla Il.

Los grupos LA, SMD y NMP presentaron valores similares
de hemoglobina y recuento de plaquetas. Sin embargo, solo
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Tabla Il. Parametros hematolégicos y expresién de Nrf2 de la poblacién analizada.

Hemoglobina Leucocitos Plaquetas Blastosen SP  Blastos en MO
Grupo NH Nrf2
[en] [x 109/1] [x 109/1] [%] [%]
" 82*F 14,0 26*F 38 52 0,25
(49-100) (1,5-118,0) (2-124) (1-89) (20-96) (0,007-0,13x10°)
80 4,6 26 22 2 0,075
SMD
(72-130) (0,7-24,0) (17-290) (0-40) (1-15) (0,02-0,11)
107 11,5 136 0,10
NLP 0 0
(90-138) (4,5-62,0) (89-307) (0,02-0,23)
85 67,0* 34 5 0 0,079
NMP
(75-145) (19,0-70,0) (16-430) (2-12) (0-6) (0,076x10-1,12)
125 2,0 222 1,10
Grupo control 0 0 8
(107-161) (4,6-9,7) (161-442) (1,3x108-5,78)

» NH, neoplasia hematoldgica; LA, leucemia aguda; SMD, sindrome mielodisplasico; NLP, neoplasia linfoproliferativa; NMP, neoplasia mieloproliferativa;
SP, sangre periférica; MO, médula dsea; *p < 0,05 con respecto al grupo control; T, p < 0,05 con respecto al grupo NLP.

se observd diferencia significativa (p < 0,05] en los niveles
de hemoglobina y recuento de plaquetas del grupo LAconres-
pecto al grupo controly al grupo NLP. Los leucocitos del grupo
NMP demostraron un aumento significativo (p < 0,05) con
respecto al grupo control. No hubo diferencias significativas
(p > 0,05) en la expresién de Nrf2 entre los grupos.

El analisis citogenético detectd el gen de fusién BCR/ABL
en 4 LLA-B [translocacién t(9;22)], la delecion (5) en LA bife-
notipica, t(15,17) en 2 LMA promielociticas, lat(11;14) enun
linfoma, lainversién del cromosoma 9 enuna LLAyla delecién
(11) en una LMA. El andlisis comparativo entre los grupos de
pacientes con y sin alteracién cromosdmica no encontré dife-
rencias significativas en el nivel de expresion de las enzimas
antioxidantes y citoquinas inflamatorias (p > 0,05).

Los sujetos con NH presentaron una disminucién signifi-
cativa de la expresion génica de PRX-2 (p = 0,014], INF-a. (p
=0,018) y SOD (p = 0,003] con respecto al grupo control. El
analisis comparativo entre los grupos NH mostré una dismi-
nucion significativa (p < 0,05) en la expresién de los genes de
las 3 enzimas y de TNF-a. en los SMD; de SOD, PRX-2 y TNF-a.
en NLP; y de SOD y TNF-o. en NMP (Figura 1]. La comparacidn
entre el grupo LA y el grupo control no detecté diferencias
significativas (p < 0,05) en los niveles de expresion de las
enzimas antioxidantes y las citoquinas y cuando se compa-
raron los sujetos con LMA y aquellos con LLA se obtuvieron
resultados similares.

El nivel de expresién del gen de Nrf2 demostré un alto
grado de asociacién con los niveles de expresién del gen de
la PRX-2 (R?=0,73), mientras que presentd una correlacién
baja, pero significativa (p < 0,05], con la expresién del resto
de los genes (R? CAT= 0,26; R? SOD = 0,29; R? TNF-a. = 0,26;
R%IL-6=0,25)

Discusi6n

El EOx puede ser consecuencia de niveles disminuidos de
antioxidantes o de las enzimas antioxidantes o de defectos
en la maquinaria de expresién de los genes antioxidantes. Este
estudio fue realizado para evaluar la expresién de los genes
de enzimas antioxidantes y de citoquinas inflamatorias en
pacientes con neoplasias hematolégicas. Los genes que con-
trolan la homeostasis redox son participes importantes en la
patogénesis de mdltiples tipos de cancer. La iniciacién y pro-
gresion del cancer se ha relacionado con el EOx, el cual provoca
aumento de las mutaciones del ADN o induce dafio en el ADN,
inestabilidad del genoma y proliferacién celular. Sin embargo,
los niveles aumentados de EROS también pueden promover se-
fiales antitumorigénicas, lo que resulta en un aumento del EOx
ylainduccién de lamuerte de las células cancerosas [ 19]. Para
controlar el equilibrio entre la produccién y la eliminacién de
ERQS, existe una variedad de enzimas de reparacién del ADN,
aunque los antioxidantes son mas especificos y eficientes para
proteger las células de los radicales. Este sistema antioxidante
incluye tanto antioxidantes enddgenos y exégenos como en-
zimaticos y no enzimaticos. Las células leucémicas, frecuen-
temente, alteran la expresion y la actividad de una variedad de
vias antioxidantes, entre ellas, las enzimas depuradoras SOD,
CAT y PRX-2 [6]. Los reportes al respecto son discordantes, ya
que algunos informan aumento de la expresidn génica de las
enzimas, mientras que otros la encuentran disminuida.

En el presente trabajo, no se observaron cambios en el nivel
de expresion de los genes de CAT, SOD y PRX-2 en los individuos
con LA respecto de los sujetos saludables. Por el contrario, el
analisis protedmico de pacientes con LMA revel6 un incremento
significativo de CAT y PRX, con diferencias significativas entre
LMA-M1 y LMA-M2 [20,21]. En concordancia, los sujetos con
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LMA exhibieron un aumento de la expresidn del gen CAT y PRX-2
con respecto a voluntarios sanos, pero cuando se compard LMA-
M1 con LMA-M2 hubo una parcial coincidencia, ya que solo se
verificd incremento en el gen CAT [22]. Asimismo, los autores
detectaronuna correlacién entre el alto nivel de expresion de CAT
con una respuesta positiva al tratamiento de la LMA [22]. Por lo
tanto, aparentemente, la expresién génica varia de acuerdo con
el subtipo de LMA y las diferencias observadas en este trabajo
serfan consecuencia de la falta de homogeneidad del grupo ana-
lizado. En pacientes con LLA, las publicaciones son contradicto-
rias con respecto a la actividad de las enzimas antioxidantes,
ya que en alguna de ellas la encuentran aumentada, y en otras,
disminuida [23-25]. Distintos autores han reportado que existe
una alteracion de la expresién génica del sistema antioxidante
en los linfocitos B de las neoplasias linfoproliferativas crénicas,
pero en las LLA, dicho comportamiento alin no esta claro.

El estudio actual detectd una disminucién significativa enla
expresién génica de una o todas las enzimas antioxidantes en
SMD, NLP y NMP. La disminucién de la expresién de SOD, CAT
y PRX-2 podria provocar la acumulacién de anién superéxido y
de H,0; en las células leucémicas. Aparentemente, en el caso
de las enfermedades hematopoyéticas malignas, el sistema
antioxidante deteriorado pareceria ser la causa principal sub-
yacente alaacumulacién de EROS. En cultivos de fibroblastos,
la disminucién de la actividad de SOD-2 aumentd la produccién
de anidn superdxido y favoreci6 la proliferacion celular [26].
Probablemente, la baja expresion de SOD estaria relacionada a
una proliferacién celular aberrante en estas patologias. Oltra et
al [27] detectaron una disminucion de la actividad enzimatica
de SOD y CAT en los linfocitos B de sujetos con LLC. Resultados
contradictorios sobre la expresién génica de las moléculas an-
tioxidantes han sido reportados en dicha patologja. Jitschin et
al [28] informaron un aumento de la expresion de CAT y una
disminucién de SOD en LLC, mientras que Cavallini et al [29]
han identificado una baja expresién génica de CAT como un
posible mecanismo productor de hipersensibilidad redox en
los linfocitos B de un subgrupo de individuos con LLC, pero la
expresién de SOD no se vio alterada. Dicha hipersensibilidad
redox estaria vinculada a una menor capacidad antioxidante y
constituiria una caracteristica intrinseca de la LLC con un curso
clinico indolente [29]. Probablemente, el grupo NLP analizado
tiene caracteristicas comunes con ellos.

En las NMP Philadelphia negativas se ha reportado una so-
breexpresién del gen de PRX-2, y una disminucién de la expre-
sion de los genes de defensa antioxidante CAT y SOD-2 [30],
lo cual en parte coincide con los presentes hallazgos. Por otro
lado, Kazama et al [31] han comunicado que la expresion de
PRX-2 estuvo aumentada en los neutréfilos del SMD denomi-
nado citopenia refractaria con displasia multilinaje (CRDM) en
comparacién con controles sanos. La diferencia con este ulti-
mo podria deberse a que no se incluyd ningun caso de CRDM
en este estudio.

Se ha informado que Nrf2 controla los genes de muchas en-
zimas citoprotectoras, incluidas SOD y CAT [32-34]. Ese efecto
fue observado en nuestros resultados, aunque la asociacién de-

tectada fue débil. Sin embargo, Glorieux et ol [35] afirman que la
relacién CAT/Nrf2 esta sujeta a controversia, debido a que en los
promotores del gen CAT no se encontraron secuencias ARE (an-
tioxidant response element), que son indispensables para la
accion de Nrf2 [36]. Con respecto a SOD, estudios recientes han
revelado una regulacién del EOx a través del aumento de la acti-
vidad de SOD, mediante la via de sefializacién de Nrf2 [37,38].
Por otro lado, la expresién del gen de Nrf2 demostré una fuerte
asociacién con la expresion del gen de la PRX-2. En un modelo
murino de -talasemia, Mate et al [39] han comunicado que los
efectos de PRX-2 en respuesta al EOx estan mediados por la ac-
tivacion de Nrf2. También PRX-1 y PRX-6, otros miembros de la
familia de las peroxirredoxinas, han sido reportadas como pro-
teinas inducibles por EOx y reguladas por Nrf2 [40].

El papel de la inflamacién en el inicio y la progresién de mu-
chos tumores sélidos estd bien establecido [41], sin embargo,
la comprensién de cémo la inflamacién promueve la iniciacion
y la progresién de neoplasias hematolégicas es un campo
emergente. El andlisis de la expresion de los genes de las cito-
quinas proinflamatorias IL-6 y TNF-a revelé una disminucién
significativa de este Ultimo en SMD, NLP y NMP y no detecté
variaciones de IL-6 en ninguno de los grupos bajo estudio. Se-
gun algunos autores, una sobreproduccién de TNF-aL e IL-6 se
observa con mayor frecuencia en pacientes con neoplasias
mieloides, lo que sugiere que estas citoquinas desempefian un
papel fundamental en el desarrollo y/o manifestaciones de la
malignidad hematoldgica [41,42]. En coincidencia con el tra-
bajo actual, Farsani et al [43] no encontraron diferencia sig-
nificativa en el nivel de expresién de IL-6 entre pacientes con
LLAyvoluntarios sanos, pero detectaron una disminucién de la
expresion de IL-6 en el grupo de pacientes que presentaron las
translocaciones t(12;21],1(9;22),1(1;19]) y t(4;11). Este ulti-
mo hecho no se verificé en el presente analisis, probablemen-
te, debido al diferente espectro de alteraciones detectadas. En
pacientes con LMA, se ha reportado que niveles elevados de
IL-10 y disminuidos de IL-6 se correlacionaron con una mayor
supervivencia del paciente [39]. Con respecto a TNF-a, Zhang
et al [42] han reportado un incremento de su expresion génica
en lineas celulares leucémicas y en pacientes con LLA y LLC.
La inconsistencia con los resultados actuales indica que son
necesarios mas estudios para dilucidar la participacién de las
citoquinas en el proceso neoplasico hematolégico.

El presente trabajo tiene limitaciones, como un tamarfio de
muestra relativamente pequefio y la falta de medida de la activi-
dad enzimatica de CAT, PRX-2 y SOD, asi como del nivel sérico de
las citoquinas. Asimismo, la heterogeneidad del grupo ensaya-
do dificultd la interpretacién de los resultados. Debido al peque-
fio nimero de participantes en los grupos SMD, NLP y NMP, los
resultados obtenidos son apenas un indicio de lo que realmente
ocurre en estas patologias y son necesarios mas examenes del
perfil génico para confirmar nuestras observaciones.

En general, el papel de |a activacién de Nrf2 en el cancer es
paraddjico y requiere una exploracién mas profunda. Si bien
Nrf2 se considera uno de los elementos citoprotectores mas
importantes contra el EOx y se ha postulado como un gen
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supresor tumoral, las células cancerigenas también podrian
adoptar las propiedades protectoras de Nrf2 contra las agresio-
nes oxidativas para generar un microambiente prosuperviven-
cia que conduzca al desarrollo de tumores y a la resistencia a
los medicamentos [45-47].

El estudio reveld una disminucién de la expresion de los ge-
nes de las enzimas antioxidantes y de TNF-o en algunas de las
NH, y la expresion de Nrf2 se asocid a la de PRX-2, CAT y SOD.
Los hallazgos proporcionan evidencia de que un sistema anti-
oxidante deteriorado podria provocar la acumulacion de radica-
les libres y generaria una anomalia en el metabolismo oxidativo
de pacientes con NH. La regulacién terapéutica de la expresion
de Nrf2 podria ser una futura e importante herramienta en el
control de la progresién de las hemopatias malignas. Futuros
estudios deberfan enfocarse en definir el comportamiento de
estos genes en cada uno de los distintos subtipos de neoplasia
hematolégica, con el objeto de esclarecer el verdadero rol de
las enzimas antioxidantes y proteinas inflamatorias en dichos
procesos patoldgicos.
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