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INTRODUCCION

La Leucemia Mieloide Crénica (LMC) se caracteriza
por un aumento absoluto de neutréfilos aparentemente
maduros en sangre periférica. La clonalidad de este
proceso mieloproliferativo, junto a la actividad de
fosfatasa alcalina granulocitica disminuida, sugieren que
los neutréfilos pueden ser funcionalmente anormales.
Estudios previos han informado alteraciones funcionales
y bioquimicas, tales como un tempo de circulacién
intravascular prolongado (1), adhesividad subnormal
(2), migracién al azar y quimiotaxis disminuidas (3),
actividad fagocitica y litica disminuidas (4), defectos del
metabolismo oxidativo (3,5-7) vy un contenido anormal
de componentes granulares (8,9). Sin embargo, el efecto
de las drogas utilizadas en el rratamiento de esta
enfermedad sobre la actividad funcional de los
neutréfilos ha sido poco evaluado.

El objetivo del presente estudio fue determinar el
efecto del tratamiento con hidroxiurea sobre la actividad
oxidativa de los neutréfilos de pacientes con LMC, para
lo cual se evalué la produccién de anién superéxido y
peréxido de hidrégeno.

MATERIAL Y METODOS

FPacientes y controles: Los pacientes incluidos en este
estudio fueron atendidos en el Departamento de
Oncohematologia del Hospital Nacional de Clinicas de
Cérdoba. Fueron estudiados 14 pacientes en la primera
fase crénica de la enfermedad (7 mujeres y 7 varones;
edad media: 54 anos) cuyo diagnéstico fue realizado por:
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a) examen citolégico de sangre periférica y médula dsea,
b) actividad de fosfatasa alcalina granulocitica y ¢)
estudios moleculares (rearreglo genético ber/abl). Seis
pacientes fueron estudiados en ¢l momento del
diagnéstico y luego de iniciado el tratamiento con
hidroxiurea. Ocho pacientes estuvieron tratados con
hidroxiurea durante un periodo previo de 15 meses
(rango: 2 a 21 meses) y mantuvieron este tratamiento
durante todo el periodo de estudio. La dosis de
hidroxiurea fue de 500 a 2000 mg diarios segtin el nivel
de leucocitos. Los pacientes no presentaron procesos
infecciosos asociados y permanecieron en la fase crénica
de la enfermedad durante el tiempo de las evaluaciones,

Como grupo control se incluyeron 12 individuos
hematolégicamente sanos con edades comprendidas
entre 20 v 40 afos.

Hemogramas: Fueron realizados en un contador
hematolégico Coulter T 660 v por el examen
microscopico de sangre periférica mediante coloracion
con May-Griinwald-Giemsa.

Fosfatasa Alealina granulocitica (FAG): La actividad
de FAG fue determinada en extendidos de sangre

peritérica de acuerdo al método citoquimico de Kaplow
(10).

Estudios Moleculares: 1a deteccion del rearreglo ber/
abl fue realizada mediante la reaccién en cadena de la
pohmerasa (11).

Obtencidn de newutrifilos: Los neutréfilos fueron
separados a partir de sangre periférica heparinizada
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utilizando un gradiente de Ficoll-Hypaque v posterior
sedimentacion con Dextrin (12), La pureza de los
neutrofilos fue mayor al 95 % v la viabilidad celular
mayor al 97 %. Los neutréfilos purificados fueron
suspendhdos en solucion salina balanceada de Hanks”
sin rojo fenol. La produccién de anién superéxido y de
perdxido de hidrageno fue evaluada durante un perfodo
medio de 9 meses {rango:7 a 12 meses) con estudios
periodicos cada 3 meses (rango:1 a 4 meses).

Praduccion de anién superdxido: Fue evaluada por
la téenica de reduccién del citocromo ¢ (13) por el anién
superéxido e inhibida por la enzima superdxido
dismutasa, en condiciones basales v luego de la
estimulacién celular con forbol miristato acetato (PMA).

Produccion de perdxido de bidrégeno: Fue deverminada
—en condiciones basales y estimuladas- por la téenica basada
en la oxidacidn del rojo fenol mediada por el peréxido de
hidrégeno y dependiente de la peroxidasa (13).

Andlisis estadistico: Los resultados fueron
expresados como media + error estandar de los términos
medios (ESM). El andlisis estadistico de los datos se
realizé mediante el test £ de Student y una probabilidad
< 0,05 fue considerada estadisticamente significativa.

RESULTADOS

Caracteristicas bematoligicas

La Tabla 1 muestra las principales caracteristicas
hematoldgicas de los pacientes con LMC sin tratamiento
v los pacientes con tratamiento previo en el momento
de iniciar los estudios. Los pacientes sin tratamiento
presentaron cifras significativamente mayores (p < 0,05)
de leucocitos y neutréfilos con relacién a los pacientes
con tratamiento quimioteripico previo. El aumento de
neutréfilos en los pacientes no tratados fue debido al
aumento del ndmero de leucocitos y no al aumento del
valor porcentual de estas células.

Tabla [. Datos hematolégicos en pacientes con LMC sin
tratamiento (ST) y con tratamiento (CT)

Pardmetros Grupo Pacicntes

hematolégicos

ST CT

(n=6) (n=8)
Hematocrito (L) 042 + 0.02 042+ 0.02
Hemoglobina (g/dL) 12,7 + 0.5 127 £ 09
Levcocitos (x10°1) 37,1 + 18,2+ 223 + 7.1
Neotrdfilos (x 1090 36.5 + [(,6* 128 + 4.1
Basdaflilos (x 10%1) 1,5 £ 05 1.8 £ 1.1
Blastos (x 10°/1) 09 + 05 02z = 01
Plaguetas (x10°/1)  498.2 + 95,1 8093 £248.1

La actividad de FAG evidencié una disminucién
significativa en todos los pacientes con LMC con
relacidn al grupo control (4 £ 2vs 71 = 11, p < 0,05).

Cuando se comparé la actividad de FAG en los
pacientes con tratamiento previo v los pacientes sin
tratamiento, se observé un leve incremento en los
pacientes tratados (4 £ 1) con relacién a los pacientes
no tratados (2 = 1). Fl rearreglo genérico ber/abl fue
detectado en todos los pacientes.

Produccidn de anidn superéxido

En condiciones basales, la produccién de anién
superéxido por neutréfilos de los pacientes sin
tratamiento [ue significativamente menor (p < 0,05)
cuando se la comparé con los valores obtenidos en los
controles. En los pacientes con tratamiento previo los
valores fueron similares a los controles. Cuando los
neutrdfilos fueron estimulados con PMA, hubo una
disminucién significativa (p < 0,05) en los pacientes
sin tratamiento respecto a los controles y pacientes con
tratamiento previo (Tabla IT).

Produccion de perdxido de bidrigeno

En condiciones basales, la produccion de perdxido
de hidrogeno por neutréfilos de los pacientes no
tratados y pacientes con tratamiento previo fue menor
a los controles, pero esta diferencia no alcanzdé
significacién estadistica. Sin embargo, luego de la
estimulacion celular, la produccién de peréxido de
hidrégeno fue significativamente mavor (p <0,05) en
los pacientes con tratamiento previo con relacién a los
pacientes sin tratamuento v controles (Tabla IT),

La produccion de anidn superdxide v peréxido
de hidrégeno no presentd correlacion con las cifras de
leucocitos ni con los valores porcentuales y absolutos
de neurtréfilos, tanto en los pacientes sin tratamiento
como en los pacientes con tratamiento previo.

Estudio cinético

En los pacientes no tratados, la actividad oxidativa
de los neutrdfilos fue evaluada luego de iniciado el
tratamiento con hidroxiurea durante un periodo de 9

Tabla [, Produccion de anidn superdxido y perdxido de
hidrégeno por neutrdfilos de controles, pacientes con
LMC sin tratamiento (ST) y con tratamiento (CT) previo.

Valores expresados como media + ESM
= p < 0,05 con respecto a pacientes CT

Grupos Anidn Superdxido™  Perdwidode Hidrdgeno™
-PMA  +PMA -PMA  +PMA
Controles 160+40 896+95 38+15 6.1+£1.4
LMC-5T 68+38+ 577+80+ |8+15 55+1.%
IMCCT 126145 903+31 22+1,2 88117+

{a) nmoles/10F ¢él/min.

(b} umoles/10° cél.

* p< 0,05 con respeclo a controles

T p < 0,05 con respecto a pacientes CT
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meses término medio. Para ello, fue seleccionada la
determinacion de anién superdxido. Esta evaluacion fue
realizada, ademis, en los pacientes con tratamiento
previo durante un periodo similar.

En los pacientes no tratados, hubo un mcremento
en la produccidén de anién superdxido, tanto en
condiciones basales como estimuladas, a los 3 meses
término medio de iniciado el tratamiento v que se
mantuvo durante todo el perfodo de evaluacién (Tabla
I11). En los pacientes con tratamiento previo, la
produccion de anién superdxido se mantuvo aumentada
y con valores promedios similares a los alcanzados al
término del periodo de evaluacién en los pacientes que
iniciaron tratamiento.

Tabla I1I. Produccién de anidn superdxido por neutrifilos
de pacientes con LMC antes y después del tratamiento con
hidroxiurea.

Tiempo Basal Post estimulacién
(meses) con PMA

i} 68 £ 38 577+ 80

3 83 +20 710+ 30*

i} 120 £ 10#* 790 + 30*

9 140 = 20* 960 + 20™

Valores expresados como media + ESM
* p < 0,05 respecto a valores pre-tratamiento

DISCUSION

MNumerosos trabajos que han evaluado la actividad
funcional de los neurréfilos de pacientes con LMC son
dificiles de interpretar debido al estudio de pacientes en
distintos estadios de la enfermedad v a la evaluacién
conjunta de pacientes tratados y no tratados. En el
presente estudio fueron considerados estos aspectos y
la actividad oxidativa de los neutréfilos fue evaluada en
pacientes en la primera fase crénica de la enfermedad
no tratados, con relacién a pacientes tratados
previamente con hidroxiurea. Ademds, el efecto del
tratamiento con hidroxiurea fue evaluado en los
pacientes sin tratamiento previo durante un periodo de
9 meses luego de iniciada la terapia.

Los resultados de este estudio indican un defecto
en la actividad oxidariva de neutrétilos de los pacientes
con LMC no tratados. Esta conclusién surge al
considerar la produccién subnormal de anién
superdxido y peroxido de hidrigeno. La produccién de
anién superdxido evidencid una disminucién
significativa respecto a controles, tanto en condiciones
basales como estimuladas, mientras que la produccién
de perdxido de hidrégeno fue deficiente en condiciones
basales pero conservada luego de la estimulacién celular.

El defecto en la actividad oxidativa de los
neutréfilos de la LMC observado en este estudio podria
ser consecuencia de una alteracién en todas las células
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del clon leucémico o defectos metabélicos parciales. En
células fagociticas, los intermediarios reactivos del
oxigeno son producidos a través de la enzima NADPH
axidasa localizada en la membrana plasmdtica (14). Esta
enzima cataliza la reduccién univalente del oxigeno
molecular con generacién de anién superéxido y su
posterior dismutacion a perdxido de hidrégeno (15).
Por lo tanto, la menor produccién de estos metabolitos
téxicos del oxigeno por neutrdfilos de pacientes con
LMC no tratados, podria reflejar una acrividad
enzimitica disminuida como consecuencia de la
maduracién incompleta que caracteriza a estas células
(16). A este respecto, se ha determinado que las
actividades de la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa y 6-
fosfogluconato deshidrogenasa, enzimas pertenecientes
al shunt de la hexosa monofosfato, manifiestan una
disminucién del 40 % en neutrofilos de la LMC respecto
a neutrdtilos normales (17). Por otro lado, en la leucemia
granulocitica crénica se ha observado que la produccion
de anidn superéxido es deficiente luego de la
estmulaciéon con PMA, mientras que en respuesta a
pépridos quimioticticos es normal (18). Sin embargo,
en la Policitemia Vera se ha demostrado una disminucion
en la produccién intracelular de peréxido de hidrégeno
y la liberacién extracelular de anién superéxido por
neutréfilos estimulados con péptidos quimioricticos,
pero normal luego de la estimulacién con PMA (19).
Estos hallazgos sugieren defectos metabélicos parciales
asociados a los distintos sindromes mieloproliferativos
crénicos v dependientes de los estimulos utilizados para
inducir el estallido respiratorio.

Con el objeto de determinar cambios en el
metabolismo oxidativo de los neutréfilos de pacientes
tratados con hidroxiurea, evaluamos la produccién de
anién superdxido v perdxido de hidrégeno en pacientes
con tratamiento previo. La produccion de estos
metabolitos réxicos del oxigeno evidencié un aumento
en células estimuladas con PMA respecto alos pacientes
sin tratamiento. Esta mayor actividad oxidativa podria
ser consecuencia de la aparicién de células con una mayor
capacidad funcional por efecto de la medicacion sobre
la maduracién de células del clon leucémico o por
aumento de las células provenientes de clones normales.
A este respecto, en leucemias agudas se ha informado la
presencia de una subpoblacién de neutréfilos con mayor
capacidad para producir peréxido de hidrogeno luego
del tratamiento qumioteripico (20). De igual modo, la
mayor actividad oxidativa de neutréfilos de la LMC
luego del tratamiento con hidroxiurea podria reflejar la
aparicion de poblaciones de neutréfilos con una mayor
respuesta oxidativa.

En los pacientes que iniciaron el tratamiento con
hidroxiurea se observé un incremento en la produccién
de metabolitos téxicos del oxigeno que alcanz6 valores
similares a los observados en los pacientes tratados
previamente. En trabajos previos (21) se determiné una
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normalizacién de la actividad oxidativa de los neurrofilos
en pacientes con LMC luego de iniciado el tratamiento
con busulfan. Sin embargo, actualmente existen otras
modalidades terapéuticas para el tratamiento de la LM,
En nuestro estudio todos los pacientes fueron tratados
con hidroxiurea y por lo 1anto, nuestros resultados indican
que esre agente quimioteripico, al igual que ¢l busulfan,
produce una normalizacidn de la funcién oxidativa de los
neutrifilos. Una respuesta similar se ha informado en
pacientes con distintos procesos neoplisicos tratados con
doxorrubicina, vincristna, bleomicina, 5-Hluorouracilo,
mitomicina y dactinomicina (22).

Podemos concluir de nuestro estudio que los
neutrdfilos de pacientes con LMC no tratados
manifiestan una actvidad oxidativa disminuida, similar
a lo publicado por otros autores (3,5-7). Sin embargo,
esta actividad evidencia una normalizacion luego del
tratamiento con hidroxiurea. Finalmente, SCEUR NUeslro
conocimiento, éste es el primer estudio que evala el
efecto del tratamiento con hidroxiurea sobre la actividad
oxidativa de los neutréfilos de pacientes con LMC.,
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RESUMEN

El efecto del tratamiento con bidroxiurea sobre la
actividad exidativa de nentrdfilos fue evalwado en 14
pacientes con Lewcemia Micloide Crinica (LMC)
mediante la determinaciin de la produccién de anion
superdxidoy peréxido de bidrogeno. Seis pacientes fueron
estudiados en el momento del diagnistico y luego de
iniciado el tratamiento y vcho pacientes estuvieron
tratados previamente. En pacientes con LMC no
tratados, la produccién de anion superdxido y perixido
de bidrigeno por células no estimuladas fue menor
respecto a controles normales. Luego de la estimudacion
celular, bubo menor produccidn de anion superdxido sin
variacion en la produccion de perixido de bidrogeno
respecto a controles, Lxego del tratamiento
quimioterdfrico bubo un incremento de la liberacidn de
anién superoxido -en condiciones basales y estimuladas-
que fuue mantenido durante un periodo medio de 9 meses,
En pacientes con tratamiento previo, la actividad
oxidativa fue mayor y se maniuvo por un periodo de
seguimiento similar, con relacion a los pacientes no
tratados. Estos resultados indican que los neutrifilos de
pacientes con LMC no tratados evidencian una actividad
oxidativa disminuida, que luego del tratamiento con
hidroxiurea manifiesta una normalizacion, Este efecto
podria ser consecuencia de la aparicién de células con
una mayor capacidad funcional por efecto de la
medicacion sobre la maduracion de células del clon
lencémico o por awmento de las células provenientes de
clones normales.
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