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Resumen

La Leucemia Linfoide Cronica (LLC) es una neoplasia maligna de células B. Se
caracteriza por la acumulacion de pequenos linfocitos B monoclonales de apariencia
madura en sangre periférica, médula ésea y organos linfoides secundarios.
Actualmente, es la leucemia en adultos mas frecuente en paises occidentales. Sin
embargo, a pesar de los avances en nuevas estrategias terapéuticas, la LLC sigue

siendo una enfermedad incurable.

Clinicamente la presentacion de la enfermedad y la respuesta al tratamiento son
sumamente heterogéneas, en parte determinado por la compleja relacion que tienen las
células leucémicas con el microambiente circundante. Uno de los componentes claves
de este microambiente tumoral son las nurse-like cells (NLC), que generan nichos
especificos potenciando la supervivencia de las células cancerosas y la resistencia a los
tratamientos. No obstante, la obtencidon de estas células in vitro no ha sido bien
estandarizada, y por lo tanto los mecanismos moleculares que inducen su diferenciacion

aun no se comprenden completamente.

El objetivo de este trabajo fue estandarizar una metodologia para la diferenciacion de
NLC in vitro, permitiendo posteriormente su caracterizacién fenotipica. A partir del
aislamiento de células mononucleares de sangre periférica (CMSP) provenientes de
muestras de pacientes con LLC se evalué el desarrollo de NLC. Logrando finalmente
generar un protocolo de cultivo de referencia para su obtenciéon. Este hecho permitio
confirmar que el numero de NLC diferenciadas varia considerablemente entre muestras
de distintos pacientes. Mediante técnicas de microscopia confocal y citometria de flujo
caracterizamos las células diferenciadas, detectando una heterogeneidad en la
expresion de marcadores tipicos de NLC (CD68, CD163, CD206) y de marcadores
inmunosupresores en pacientes con distinto perfil clinico. A su vez, pude demostrar el

efecto positivo de las NLC sobre la viabilidad de las células leucémicas.

Con el fin de solventar la marcada variacion en el desarrollo de NLC, evalué la linea
celular THP-1 como modelo representativo de NLC. Verificando que las mismas, una
vez diferenciadas, son similares morfolégica y fenotipicamente a las NLC.
Adicionalmente, comprobé que en condiciones de co-cultivo THP-1 también fue capaz
de interaccionar con las células leucémicas, contribuyendo a disminuir la apoptosis

espontanea.

Por tanto, los resultados de esta investigacion conforman una soélida base que permitira
en futuros estudios explorar el potencial biolégico de las NLC como un nuevo blanco

terapéutico en el tratamiento de la LLC.
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l. Introduccion

11 Leucemia Linfoide Cronica

1.1.1 Generalidades

La Leucemia Linfoide Cronica (LLC) es una neoplasia maligna de células B. Es
caracterizada por la acumulacién lenta y progresiva de pequefos linfocitos B
monoclonales de apariencia madura en la sangre periférica (SP), la médula ésea y los
organos linfoides secundarios. Las células de LLC expresan la mayoria de los antigenos
de superficie presentes en las células B maduras, y como caracteristica distintiva
coexpresan el antigeno de células T CD5. La expresion de inmunoglobulinas (Ig) de
superficie es relativamente baja, siendo mayormente IgM e IgD, en comparacion con las
células B de SP normales (Caligaris-Cappio & Hamblin, 1999; Rozman & Montserrat,
1995).

En cuanto a la epidemiologia, la incidencia de la LLC difiere segun la regién geografica
en la que se habite, actualmente es la leucemia en adultos mas frecuente en paises
occidentales, mientras que en Asia es menos comun (Nabhan etal.,, 2014).
Adicionalmente, ademas de la composicidon étnica, el riesgo de desarrollar la
enfermedad varia con la edad y sexo, siendo hasta dos veces mayor para los hombres
que para las mujeres. La incidencia aumenta en personas mayores de 50 anos, siendo
la media de edad de 70 anos al momento del diagndstico (Dighiero & Hamblin, 2008).
Para el afno 2024, los calculos de la Sociedad Americana Contra el Cancer en los
Estados Unidos estiman alrededor de 20.800 nuevos casos de LLC y 4.440 decesos por
esta enfermedad (American Cancer Society, 2024). En Uruguay, segun el ultimo reporte
de la Sociedad de hematologia del Uruguay (SHU), la incidencia es de 4,17/100.000
habitantes, lo que implica 143 nuevos casos por afio en nuestro pais (Sociedad de

Hematologia del Uruguay, 2021).

Cabe destacar que desde una perspectiva clinica las caracteristicas presentes en los
pacientes con LLC son sumamente heterogéneas. Un tercio de los pacientes debuta
con una enfermedad indolente, que se mantiene estable y no requiere de tratamiento,
lo que les confiere una larga supervivencia. Sin embargo, existe un grupo de pacientes

que eventualmente si desarrolla progresion de la enfermedad, a pesar de presentar una
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fase inicial estable Por otra parte, el tercio restante de los pacientes desde el inicio
manifiesta una enfermedad agresiva requiriendo tratamiento temprano y llegando a
presentar recaidas (Dighiero, 2003). La razén de dicha heterogeneidad clinica esta
determinada principalmente por factores genéticos y la compleja relacion que tienen las
células leucémicas con el microambiente circundante, la cual aun no se ha dilucidado
completamente. Es relevante resaltar que a pesar de los avances de las ultimas dos
décadas en nuevas estrategias terapéuticas la LLC sigue siendo una enfermedad
incurable (J. A. Burger, 2011).

1.1.2 Diagnéstico y factores prondstico

La LLC puede ser detectada tras la manifestacion de linfocitosis en un hemograma de
rutina. Se requiere una alta presencia de linfocitos B monoclonales en SP, 25000/ml,
mantenido durante al menos 3 meses (Hallek etal.,, 2018). Morfolégicamente se
distinguen linfocitos pequenos, de aspecto maduro, con un nucleo que practicamente
ocupa la totalidad de la célula con su densa cromatina, rodeada de un borde de

citoplasma (Figura 1).

Se debe verificar la presencia de un inmunofenotipo compatible mediante citometria de
flujo e inmunohistoquimica, con el fin de corroborar que no se trate de otra enfermedad
linfoproliferativa enmascarada. El fenotipo distintivo de la LLC implica la expresion de
CD5, CD19, CD23, y bajos niveles de CD20 y CD79b diferenciandose de otros
trastornos CD5* (Eichhorst et al., 2015; Ghia et al., 2007). Cada clon se restringe a la
expresion de cadenas ligeras de Ig kappa o lambda. Tras un gran esfuerzo de
armonizacién en estudios consenso se ha concluido que trabajar sobre un panel que
analice los marcadores CD19, CD5, CD20, CD23, A y k generalmente es suficiente para
establecer el diagnostico. Sin embargo, en algunos casos es de utilidad evaluar los
marcadores CD43, CD79b CD81, CD200, CD10 y ROR1 para terminar de definir el
diagndstico (Hallek et al., 2018; Rawstron et al., 2018).
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Figura 1. Presencla y caracterlstlcas morfologlcas de Ias celulas B. Frotls de SP

tefidos con May Grunwald-Giemsa a partir de A) un donante sano, conteniendo una
poblacion relativamente uniforme de eritrocitos, plaquetas y algunos granulocitos
circulantes B) un paciente con LLC, donde resalta la presencia de linfocitos B maduros
con su cromatina condensada y un alto ratio nucleo-citoplasma. Magnificacion X600.

Imagenes adquiridas a partir de American Society of Hematology | ImageBank.

Es un gran desafio para los médicos predecir la evolucién de la enfermedad dada la
notoria heterogeneidad clinica de los pacientes. Es por ello que surgieron sistemas de
estadificacién para definir la extension de la enfermedad y el prondstico, ademas de ser
una base para la toma de decisiones respecto al tratamiento. Los sistemas propuestos
por Rai y Binet (Tabla 1 y Tabla 2) fueron los primeros publicados en 1975 y 1981,
respectivamente, y siguen siendo ampliamente utilizados. El objetivo es establecer
grupos pronésticos que se pueden utilizar para predecir la supervivencia media, sin
embargo, no predicen la progresién de la enfermedad ni la respuesta al tratamiento. La
evidencia de progresion de la enfermedad puede incluir un tiempo de duplicacién de
linfocitos de <1 afo, linfadenopatia y/o esplenomegalia palpables progresivas en
examenes seriados (Kipps et al., 2017). La determinacion del estadio clinico para Rai
se basa en la presencia de linfadenopatia, organomegalia y citopenias, categorizando a
los pacientes en cinco estadios y tres grupos de riesgo: bajo, intermedio y alto (Rai et al.,
1975). Mientras que Binet propone tres grupos prondstico: A, B y C; de acuerdo con la
presencia de citopenias y el numero de areas de afectacion de ganglios linfaticos, como
lo son las axilas, ingle, cabeza, cuello, bazo e higado (Binet et al., 1981). Los pacientes
con estadio Rai 0-Binet A presentan una sobrevida mayor a 10 afios desde el
diagndstico. Los estadios I/lI-B indican una sobrevida media de entre 7 y 5 afios. Por
ultimo, los estadios I1l/IV-C implican una menor sobrevida, entre 1 y 3 afios (Cheson
et al., 1988; Eichhorst et al., 2008).
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Tabla 1. Sistema de estadificacion de Rai en LLC.

Riesgo Estadio Caracteristicas
Bajo 0 Linfocitosis
Intermedio Linfocitosis y Linfadenopatia
Intermedio Il Linfocitosis y Hepatomegalia o Esplenomegalia
Alto I Linfocitosis y Anemia (Hgb<10g/dL)
Alto v Linfocitosis y Trombocitopenia (PLT<100000/uL)

Hgb=Hemoglobina, PLT=Plaquetas

Tabla 2. Sistema de estadificacion de Binet en LLC.

Estadio Caracteristicas

Menos de tres areas de tejido linfoide agrandado.

A
Sin citopenias.

B Tres 0 mas areas de tejido linfoide agrandado.
Sin citopenias.
Varias areas de tejido linfoide agrandado.

C

Anemia (Hgb<10g/dL) y/o Trombocitopenia (PLT<100000/mm?).

Las areas de tejido linfoide incluyen axilas, cervical, ingle, bazo e higado.

Hgb=Hemoglobina, PLT=Plaquetas

En los ultimos afios se han identificado diversos factores prondsticos para la LLC, los

cuales han ayudado a predecir la evolucion de la enfermedad. La evaluacion de estos
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marcadores se inicia en el momento del diagndstico del paciente, e incluye
caracteristicas genéticas, moleculares y bioquimicas de las células leucémicas. Su
identificacion representa una herramienta valiosa para el médico en la toma de
decisiones sobre el tipo de tratamiento y el momento adecuado para indicarlo. Por
ejemplo, permite identificar a aquellos pacientes que requieren terapia inmediata, lo que

aumenta su posibilidad de supervivencia.

Entre los factores prondsticos se incluyen el estado mutacional de la cadena pesada
variable de inmunoglobulina (IGHV), determinadas alteraciones cromosémicas, y los
niveles séricos de proteinas, destacandose la timidina quinasa, [3-2-microglobulina,
CD49d, CD38 y ZAP-70. También es relevante la presencia de mutaciones, como la del
gen TP53 (Korubo et al., 2021).

Mediante técnicas citogenéticas moleculares como la hibridacion in situ fluorescente
(FISH), se pueden detectar anomalias cromosomicas. Mas del 80% de los pacientes
con LLC presentan al menos una aberracién. En la LLC las aberraciones mas
destacadas son la delecion en el cromosoma 13 (del(13q)), del(11q), del(17p) y la
trisomia del cromosoma 12 (tris(12)) (Dohner et al., 2000). La anomalia cromosémica
mas comun es del(13q), evidenciada en mas del 50% de los pacientes, y se asocia con
un prondstico favorable. Sin embargo, dentro de esta region se encuentran miRNAs,
qgue en condiciones de salud regulan la expresion de proteinas capaces de inhibir la
apoptosis (Klein et al., 2010). La delecion del(17p) se encuentra en aprox. 7% de los
pacientes. Esta anomalia afecta el gen supresor de tumores TP53, que a menudo se
encuentra mutado, y se asocia con una mala evolucién de la LLC y la refractariedad a
la quimioinmunoterapia. La trisomia del cromosoma 12 esta presente en aprox. 16% de
los pacientes, y se asocia con un prondéstico intermedio. Por ultimo, la delecién del(11q)
se encuentra en aprox. 18% de los pacientes, y se asocia con alteraciones del gen ATM,
el cual codifica para una proteina involucrada en la reparacion del ADN (Zenz et al.,
2010)

Como fue mencionado anteriormente en las células de LLC puede haber deleciones en
el cromosoma 13, resultando en la pérdida de mir-15-a y mir-16-1, o en mutaciones que
llevan a una inactivacion de su funcion. Como consecuencia se da una sobre expresion
de BCL-2, una proteina anti apoptdtica altamente expresada en pacientes con LLC,
resultado de la regulacion a la baja de miR-15-a y mir-16-1, que en condiciones

normales reprimen su expresion (Pekarsky & Croce, 2015). Por tanto, una reduccion en
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la expresion de estos miRNA permite que se aumente la expresion de las proteinas que
le conferiran a la ceélula tumoral una mayor resistencia frente a la muerte celular,

evadiendo la apoptosis.

El estado mutacional del gen de la regién variable de la cadena pesada de Ig (IGHV) es
un potente marcador prondstico para la LLC. La presencia o ausencia de mutaciones en
el gen IGHV de las células LLC refleja la etapa de diferenciacion de la célula B de la que
se originan. Las células LLC que poseen IGHV no mutado (LLC-NM) se originan a partir
de una célula B que no experimento diferenciacion en los centros germinales, es decir,
que no participd del proceso de hipermutacion somatica ni de selecciéon durante la
respuesta inmune al antigeno en los ganglios linfaticos. De forma contraria, las células
LLC que poseen IGHV mutado (LLC-M) surgen de una célula B del centro postgerminal,
cuyas Igs sufrieron hipermutacién somatica e incluso, en algunos casos, cambio de
clase, asi como ocurre en las células B normales. Es posible considerar que aquellas
células de LLC que tengan secuencias del gen IGHV no homélogas en al menos 2% en
relacion con la linea germinal mas cercana han sufrido hipermutacién somatica (Hamblin
et al., 1999). Por consecuencia, las células de LLC que tengan secuencias del gen IGHV
con mas del 98% de homologia en relacién con la linea germinal expresan IGHV no
mutado. Cabe aclarar que dichas mutaciones no son patolégicas sino una parte natural
de la maduracién por afinidad de los anticuerpos, llevada a cabo por la enzima
deaminasa de citosina inducida por activacion (AID). Resulta clave identificar la
ausencia de mutaciones en IGHV debido a su elevado valor prondstico.
Independientemente del estadio clinico de la enfermedad, generalmente los pacientes
LLC-NM tienen una enfermedad mas agresiva que los pacientes LLC-M, y su tasa de

supervivencia es significativamente peor (Damle et al., 1999; Hamblin et al., 1999)

La proteina ZAP-70, aunque no se encuentra en los linfocitos B normales, se expresa
en células LLC con el gen IGVH no mutado (Braga et al., 2022). Se ha demostrado que
estas células tienen una capacidad migratoria mayor, asociada con las vias
CXCR4/CXCL12 (Dubois et al., 2020). Su presencia se correlaciona con la forma mas
agresiva de la enfermedad. Lo mismo ocurre con las células CD38" en pacientes con

IGVH no mutado, llegando a ser un marcador prondstico negativo (Deaglio et al., 2007).

Por ultimo, los marcadores séricos como lactato deshidrogenasa y 2-microglobulina
indican alta carga tumoral cuando los niveles se encuentran elevados, asociandose a

un mal pronéstico (Hallek et al., 1996).

A raiz de la identificacion de estos factores prondstico, la introduccion de terapias

novedosas y contemplando los sistemas de estadificacion clasicos surge un nuevo
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indice de prondstico. En 2016 fue publicado el indice de prondstico internacional (IPI)

de la LLC (Tabla 3), que permite predecir la sobrevida global y un tratamiento mas

especifico de los pacientes con LLC (The International CLL-IPI working group, 2016).

Este indice combina parametros genéticos, bioquimicos y clinicos para categorizar a los

pacientes en cuatro grupos de riesgo prondéstico (Gentile et al., 2016). Se mantiene el

sistema de puntuacién tal como fue presentado en los sistemas de estadificacion

anteriores, donde los numeros o letras mas bajos indican un nivel de riesgo menor. Se

proponen cinco factores prondsticos independientes que se ponderan individualmente

determinando una puntuacién a la cual se le asignara uno de los cuatro grupos de riesgo,

donde los dos primeros en ausencia de sintomatologia se encuentran libre de terapia.

Tabla 3. indice de prondstico internacional para la LLC.

Variable

Factor de riesgo

Puntuacion IPI

Aberracion genética

Estado mutacional IGHV
Concentracion sérica de f2m
Estadio

Edad

Del(17p) / TP53 mutado
No mutado

>3.5 mg/L

Binet B-C / Rai I-IV

>65 arfios

Puntuacion IPlI acumulada

Grupo de riesgo

Recomendaciones

0-1

2-3

4-6

7-10

Bajo

Intermedio

Alto

Muy alto

No tratar. Watch and wait.

No tratar, excepto que sea

enfermedad sintomatica

Tratar, excepto que sea

enfermedad asintomatica.

Si es posible tratar, utilizar

drogas no citotoxicas.

IGHV=Regidn variable de cadena pesada de inmunoglobulina
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1.1.3 Terapias actuales y emergentes

Una vez realizado el diagnostico de LLC el médico tratante se debe enfrentar a la
decision de cédmo tratar al paciente y cuando iniciar la terapia, lo que depende de la
presencia de una enfermedad sintomatica y del riesgo de progresiéon. Como se
establece en el IPI para la LLC en aquellos pacientes con ausencia de sintomas
tipicamente se sigue un modelo de watch and wait. es decir, un seguimiento cercano sin
terapia. La mayoria de los pacientes con estadio Binet B o C, con estadio Rai lll o IV, o
estadio Rai | o Il con enfermedad progresiva cuya expectativa de vida no exceda los 7
afios, deberian ser considerados para el tratamiento temprano (Dighiero, 2003). Las
estrategias de tratamiento O6ptimas incluyen quimioterapia, quimioinmunoterapia,
medicamentos dirigidos a la sefalizacién del receptor de células B (BCR) o inhibidores

de la apoptosis (Figura 2).

El primer tratamiento establecido para la LLC fue la quimioterapia. Se utilizan analogos
de purina (fludarabina, pentostatina o cladribina) y agentes alquilantes (clorambucilo,
ciclofosfamida o bendamustina) como agentes Unicos. Su mecanismo de accion
involucra varias vias. Principalmente afectan la sintesis de ADN vy la divisién celular,
induciéndose la expresién de P53 que causa apoptosis para que el dafio al ADN no sea
transmitido (Robak, 2005; Sharma & Rai, 2019). Dentro de los aspectos negativos, este
tratamiento resulta citotdxico tanto para las células malignas proliferantes como para las
células normales. Cabe destacar que, la delecion del cromosoma 17p o mutaciones en
el gen TP53 hacen que los farmacos quimioterapéuticos sean ineficaces (Kipps et al.,

2017), siendo necesario otras alternativas terapéuticas.

Posteriormente, la introduccién de la quimioinmunoterapia revolucionoé el tratamiento de
la LLC. El éxito comenzé con la llegada del anticuerpo quimérico anti-CD20 (Rituximab),
que permitié el establecimiento de una terapia combinada, la cual se denominé por sus
siglas régimen FCR (fludarabina, ciclofosfamida y rituximab), y se posicioné como el
estandar de oro en la terapia (Yosifov et al., 2019). La FDA validé el beneficio de este y
otros anticuerpos monoclonales anti-CD20, Obinutuzumab y Ofatumumab, en
combinacion con quimioterapia para el tratamiento de primera linea de pacientes con
LLC (Piggin et al., 2017). Estos anticuerpos cumplen su funcién al unirse a la molécula
de CD20 sobre la superficie del linfocito B. Alli causan su eliminacién al desencadenar

mecanismos de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC), citotoxicidad
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dependiente de complemento (CDC) y por induccion directa de la apoptosis (Boross &
Leusen, 2012). La combinacién FCR todavia tiene su papel en el tratamiento de pacientes
LLC-M, produciendo una supervivencia libre de progresién notablemente larga en casi
la mitad de los pacientes (Flrstenau et al., 2019). Sin embargo, si bien se establecio
como terapia estandar su uso en primera linea se ve limitado por la edad del paciente y
la presencia de comorbilidades, por o que no siempre es una opcion de tratamiento
viable. Ademas, puede llevar a una recaida temprana de la enfermedad, a una respuesta
deficiente y al desarrollo de un linfoma agresivo, definido como sindrome de Ritcher,

particularmente refractario a la quimioinmunoterapia.

Las células de LLC son capaces de desarrollar resistencia a las terapias, sobre todo si
hay progresion de la enfermedad luego del tratamiento de primera linea (Moreno, 2020).
Es por ello que resulta necesario el desarrollo de nuevos tratamientos con mecanismos

de accién alternativos y un bajo nivel de efectos secundarios.

BCR pathway inhibitors
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Cerdulatinib (PRT062070) | Acalabrutinib (ACP-196) Duvelisib (IP1-145)*
TAK-659 Zanubrutinib (BGB-3111) Umbralisib (TGR-1202)
\ Tirabrutinib (ONO/GS-4059) = Acalisib (GS-9820)
\ Vecabrutinib (SNS-062) Parsaclisib (INCB050465)
\ Fenebrutinib (GDC-0853) Copanlisib
o slg \ 7 ~ Bimiralisib (PQR309)
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Figura 2. Tratamientos actuales sobre la célula de LLC y sus distintas dianas
farmacoloégicas. Representacion esquematica de los tratamientos en la LLC. En rojo
figuran los farmacos con aprobacion para su uso en LLC. En azul los farmacos
aprobados para su uso en otras indicaciones. En negro se muestran los farmacos en

diversas etapas de desarrollo clinico. Adaptado de Yosifov et al., 2019.
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En la ultima década las opciones terapéuticas para la LLC se han ampliado
considerablemente, gracias a la introducciéon de nuevos agentes orales que son bien
tolerados y altamente eficaces. La terapia dirigida estda conformada por Ibrutinib,
Idealisib y Venetoclax, que se destacan por ser farmacos con blancos mas especificos.
Actian como inhibidores en la activacion de las vias de senalizacion del receptor de
células B (BCR). El inhibidor de la tirosina quinasa de Bruton (BTK), Ibrutinib, fue
aprobado en primera linea y en la actualidad es ampliamente utilizado (Firstenau et al.,
2019). Posee efectos directos en la proliferacion del clon tumoral, y ademas es capaz
de modular el microambiente tumoral para revertir mecanismos de evasion inmune
(Charalambous et al., 2018). Idealisib es un inhibidor de la proteina PI3Kd, expresada
selectivamente en células hematopoyéticas. Al inhibirla se ven afectadas varias vias de
sefializacién celular involucradas en el mantenimiento de la viabilidad y proliferacion de
la célula de LLC (Markham, 2014). Por ultimo, se destaca Venetoclax, un inhibidor de
BCL-2. Como fue mencionado anteriormente, un factor comun en pacientes con LLC es
la sobreexpresién de esta proteina anti-apoptética, lo que la hace un buen blanco
terapéutico. Al interaccionar el inhibidor, Venetoclax, con la proteina, BCL-2, se induce
la muerte de la célula tumoral (Aitken et al., 2019). El surgimiento de estas terapias ha
abierto el abanico de opciones para el tratamiento de los pacientes que han recaido o
han sido refractarios a los tratamiento mas clasicos. Ademas, su mecanismo de accién
es exitoso en pacientes con del(17p) o mutacién en TP53, a diferencia de la
quimioterapia, ya que involucra mecanismos rio abajo de p53 (Aitken et al., 2019;
Campo et al., 2018). Sin embargo, algunos pacientes pueden desarrollar resistencias,
lo que limita su eficacia clinica. Puede tratarse de una resistencia primaria, donde no
hay una respuesta adecuada al tratamiento desde el inicio debido a caracteristicas
moleculares especificas en las células neoplasicas, como la presencia de mutaciones
en el gen BTK que impide la accién de Ibrutinib (Nakhoda et al., 2023). También, puede
generarse a medida que avanza el tratamiento por la adquisicion de mutaciones
puntuales en el gen diana, tal como indican los datos recientes tras la frecuente
resistencia a Venetoclax (Lucas et al., 2020; Tausch et al., 2019). Lo que trae como
consecuencia un aumento en la tasa de recaidas, una progresion mas rapida y una

menor supervivencia global.

En resumen, a pesar de los avances en el entendimiento de la biologia de la enfermedad

y el desarrollo de farmacos cada vez mas especificos, algunos pacientes con LLC
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siguen desarrollando resistencias y recaidas, por lo que su tratamiento aun implica un
desafio clinico. Existe la necesidad de continuar la investigacién y el desarrollo de
tratamientos adicionales, con mecanismos de accion alternativos a los presentes,
minimizando efectos adversos y aumentando su efectividad. En los ultimos afios, el
estudio del microambiente tumoral ha emergido como un potencial blanco terapéutico
debido a su influencia en la progresion de la LLC. La busqueda de nuevas estrategias
terapéuticas enfocadas en este microambiente podria abordar las necesidades no
satisfechas de los pacientes que enfrentan esta compleja patologia, y ofrecer nuevas

opciones para aquellos con recaidas o resistentes al tratamiento.

1.2 Microambiente tumoral

El concepto de microambiente y su vinculo con el cancer fue descrito inicialmente en
1889 por Stephen Paget, quien propuso la hipotesis de la semilla y el suelo (Paget,
1889). Paget sugirié que las células tumorales (“semillas”) podian vivir y crecer solo si
se encontraban en un microambiente favorable (“suelo fértil”) de érganos seleccionados.
Por tanto, se establece que la relacion entre las células cancerosas y el microambiente
tumoral (TME), que incluye componentes como células inmunitarias, fibroblastos y

matriz extracelular, es fundamental para el desarrollo y la progresion del cancer.

Tradicionalmente se propuso que la LLC surge de la acumulacion de células B
resistentes a la apoptosis que no proliferan activamente en SP. Sin embargo,
experimentos fundamentales utilizando agua deuterada como marcador demostraron
que las células de LLC tienen una tasa de proliferacion que va de 0,1% a 1,75% por dia
(Messmer et al., 2005). Si bien las células de LLC que circulan en SP estan detenidas
en la fase G0/G1 del ciclo celular, aquellas que residen en centros de proliferacion
expresan marcadores de proliferacion celular y replicacion del ADN (Cerreto et al., 2023;
Fiorcari et al., 2021). Lo que resalta la importancia de la presencia de determinado
microambiente para que ocurra una proliferacion celular activa. Estos centros de
proliferacion se destacan por ser nichos protectores dentro de la médula ésea, los

ganglios linfaticos y los 6rganos linfoides secundarios.

Adicionalmente, cabe destacar que las células de LLC derivadas de SP a pesar de
presentar una aparente larga vida in vivo, una vez que son cultivadas in vitro sufren
rapidamente de apoptosis espontanea (J. A. Burger et al., 2000; Fiorcari et al., 2021).
Lo que apunta a que las condiciones ex vivo carecen de factores esenciales de

supervivencia, y evidencia que la resistencia a la apoptosis no es intrinseca a la célula
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LLC. La supervivencia del clon leucémico depende claramente de sefales extrinsecas
provenientes de los elementos que rodean a las células tumorales in vivo. En conjunto

estos hechos demuestran la fuerte dependencia de las células leucémicas con el TME.

Adentrandonos en el microambiente tumoral de la LLC encontramos un entorno
complejo y dinamico (Figura 3). EIl TME se compone de mdltiples tipos de células, asi
como quimiocinas y moléculas solubles inflamatorias, que en conjunto tienen un
importante rol de apoyo a la supervivencia de las células B leucémicas. Entre ellas se
destacan las células del estroma endoteliales y mesenquimales, linfocitos T, células
nurse-like (NLC), fibroblastos, células asesinas naturales (NK) y células mieloides
(Svanberg et al., 2021). Entre todos los componentes ocurre una compleja de red
comunicacion cruzada. Esta red es bidireccional y esta garantizada por el contacto entre
células, las moléculas de adhesion, los ligandos de la superficie celular, las quimiocinas,

las citocinas y sus receptores correspondientes.

La adhesion celular entre las células leucémicas, fibroblastos y células endoteliales
mediante integrinas y otras moléculas de adhesién, es un proceso crucial. Esta
interaccion no solo proporciona un soporte fisico, sino que también crea un nicho que
protege a las células leucémicas de la muerte celular inducida (ten Hacken & Burger,
2016). En estos centros de proliferacion las células T apoyan al tumor mediante la co-
estimulacion CD40/CD40L y la sefalizacion de citocinas, induciendo la supervivencia
del clon tumoral (Svanberg et al., 2021). Mientras que las células estromales protegen
a las células de LLC de la apoptosis espontanea e inducida por farmacos a través del

contacto directo (Kurtova et al., 2009).
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Figura 3. El microambiente tumoral de la LLC. Diferentes tipos de células y moléculas
comprenden el microambiente tumoral de la LLC. EI mismo se compone principalmente
de células endoteliales, células estromales, células T y nurse-like cells, ademas de
proteinas de la matriz extracelular, citoquinas y moléculas inflamatorias. Todos estos
elementos interaccionan con el clon leucémico favoreciendo su supervivencia,

proliferacion, migracion, y la supresion inmunitaria. Adaptado de Kipps et al., 2017

Por otra parte, al ser una comunicacion bidireccional, las células de LLC liberan
citocinas, quimiocinas y vesiculas extracelulares, con el fin de reclutar células
inmunitarias. Las quimiocinas regulan la migracion de las células; por ejemplo, la
proteina quimiotactica CCL2 atrae macréfagos al TME que contribuyen a la inflamacion
y la progresion del cancer (Gandhi & Balakrishnan, 2012). En apoyo actuan citocinas,
como la interleucina (IL) 10, e IL-4 que favorece un entorno inmunosupresor al estimular
la polarizacion de macrofagos hacia un fenotipo M2, que apoya el crecimiento tumoral
(Herishanu et al., 2013; Mesaros et al., 2020). De esta forma las células leucémicas
pueden alterar la funcién de las células inmunitarias del TME, promoviendo un estado
de inmunosupresion. Ademas, la sefalizacién del BCR es esencial para la interaccion
de las células de LLC con el TME. EI BCR reconoce autoantigenos derivados de células
apoptéticas, lo que promueve su proliferacion clonal, favoreciendo la supervivencia y
resistencia de las células leucémicas (Taghiloo & Asgarian-Omran, 2024). Finalmente,

la comunicacion intercelular se ve facilitada por el intercambio de exosomas y vesiculas
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extracelulares. En la LLC se demostrd que los exosomas son capaces de rescatar a las
células tumorales de la apoptosis espontanea e inducida por farmacos, y de mejorar su

capacidad de migracion (Fiorcari et al., 2021).

En conclusion, las células tumorales son capaces de programar diferencialmente a las
células, modificando el microambiente circundante para su propio beneficio. De esta
forma se generan nichos especificos que permiten la supervivencia y proliferacién del
clon tumoral, ademas de causar la inmunosupresion de las respuestas antitumorales,
logrando la evasion inmune que lleva a la progresion de la enfermedad y la resistencia
a las terapias (vom Stein et al., 2024). Por lo tanto, EI TME de la LLC no es simplemente
un sistema de apoyo para las células malignas, sino que contribuye significativamente
a la progresion y agresividad de la enfermedad. Es por ello que resulta pertinente
comprender las interacciones y mecanismos implicados entre la célula tumoral y su
microambiente, ya que del estudio de los elementos participantes pueden resultar

potenciales blancos para el desarrollo de terapias innovadoras.

1.3 Nurse-like Cells

Las células mieloides son capaces de reconocer antigenos asociados a tumores e iniciar
procesos inflamatorios, incluido el reclutamiento y la activacién de otras células
inmunitarias para contribuir a las respuestas antitumorales (Hanna et al., 2019). Sin
embargo, pueden ser entendidas como un arma de doble filo. A pesar de su potencial
antitumoral, la literatura sugiere que en la mayoria de los canceres las células mieloides
tienen funciones promotoras de tumores, lo que implica que su numero es de relevancia
pronéstica. Entre sus funciones contribuyen a la resistencia a la apoptosis y una mayor
supervivencia de las células malignas, la evasion de la inmunidad antitumoral y la
inmunodeficiencia de los pacientes (Gabrilovich et al., 2012; Lewis & Pollard, 2006).
Dentro de dicha poblacion se destacan los macrofagos asociados a tumores (TAMs) por
su naturaleza altamente plastica, la exposicién a diferentes estimulos induce perfiles de
polarizacién distintos, asociados con cambios en los perfiles de expresion génica
(Gabrilovich et al., 2012; Hanna et al., 2019). Mientras que los macréfagos inflamatorios
M1 tienen actividad tumoricida, los macréfagos M2 poseen un fenotipo de apoyo
tumoral. La activacion de M2 es inducida por células apoptéticas, macréfagos, IL-4, IL-
13, IL-10, factor de crecimiento tumoral beta (TGF-B) y varias otras sefales originadas

a partir de las células en circulacion en el TME (Mantovani et al., 2002). Estos
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macrofagos tienen una alta capacidad de fagocitosis, mitigan la respuesta inflamatoria,
producen componentes de la matriz extracelular, factores angiogénicos y quimiotacticos
(Lewis & Pollard, 2006).

La primera contribucion acerca del rol de las células mieloides en la patologia de la LLC
fue realizada por el grupo de Burger et al. demostrando que los monocitos sanguineos
CD14" CD33* de pacientes con LLC se diferencian in vitro, bajo la influencia de las
células de LLC, en células nurse-like (NLC) (J. A. Burger et al., 2000). Es de destacar
que, las NLC son un modelo in vitro, y el equivalente in vivo de estas células y su
desarrollo aun no estan claros. Tomando como base la expresion de marcadores de
superficie y la similitud en los perfiles de expresién génica, se sugirid que las células
NLC se asemejan a TAMs de tipo M2 (Hanna et al., 2019; Herishanu et al., 2013). Estos
se han encontrado in situ en 6rganos linfoides de pacientes con LCC, donde han
demostrado ser esenciales para la supervivencia de las células de la LLC en el

microambiente tumoral (ten Hacken & Burger, 2016).

1.3.1 Caracteristicas de las células nurse-like

Las NLC son un componente clave en el microambiente tumoral de la LLC. Su hombre
se debe a la similitud con las células nodrizas presentes en el timo. Las NLC se
caracterizan por ser células grandes, adherentes, redondas o con forma similar a
fibroblastos (J. A. Burger et al., 2000). Poseen similitud en los perfiles de expresiéon
génica con el subtipo M2 de TAM. Expresan los marcadores de superficie CD14, CD11b,
CD68, CD163 y CD206 (Mantovani et al., 2017; Ysebaert & Fourni¢, 2011). Se diferencian a
partir de monocitos y dependen del estrecho contacto célula-célula con las células
leucémicas (Herishanu etal., 2013). Es asi que su formacion se correlaciona
positivamente con la presencia de monocitos en SP. Su acumulacién se da en tejidos

linfoides como los ganglios linfaticos, médula 6sea y el bazo.

Las NLC pueden ser generadas in vitro espontaneamente cultivando durante un largo
periodo de tiempo las células mononucleares de sangre periférica (CMSP) obtenidas de
pacientes con LLC a una alta densidad celular (Zaaboub et al., 2022). Sin embargo, su
obtencion no ha sido bien estandarizada. Se ha descrito que no se pueden diferenciar
NLC a partir de muestras de sangre de todos los pacientes con LLC, e incluso entre
muestras de diferentes pacientes que generan NLC la cinética de produccion y

rendimiento final varian considerablemente (Mohammad et al., 2021). Cabe resaltar que
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los monocitos obtenidos de donantes sanos en co-cultivo con células de LLC también
se diferencian en NLC, mientras que las células B normales no inducen la diferenciaciéon
de monocitos en NLC (Tsukada et al., 2002). Este hecho resalta la importancia del rol
de las NLC en el TME de la LLC.

1.3.2 Funciones biolégicas de las NLC

Las NLC desempefian un papel fundamental en el mantenimiento del clon leucémico.
Contribuyen al soporte de la supervivencia y apoyo a la proliferacién de las células de
B-LLC. Principalmente entre sus funciones se destaca la proteccion de las células de B-
LLC frente a la apoptosis, tanto espontanea como inducida por farmacos. Como fue
mencionado anteriormente, las células de LLC una vez cultivadas in vitro sufren
rapidamente de apoptosis. Sin embargo, ensayos de co-cultivo con NLC evidenciaron
que la viabilidad de las células de B-LLC se prolongaba, en comparacion con aquellas
células B-LLC cultivadas en ausencia de NLC (J. A. Burger et al., 2000). Adicionalmente,
al concluir el co-cultivo y separar las células, se observaba consecuentemente una
disminucion de la viabilidad en las células de LLC. Esto demuestra que las NLC pueden
tener un efecto citoprotector sobre las células de LLC al encontrarse en el mismo
microambiente. Ademas de la proteccion contra la apoptosis espontanea, estas células
también demostraron proteccion frente a la apoptosis inducida por distintos farmacos
(M. Burger et al., 2005; Fiorcari et al., 2016). Por tanto, las NLC proporcionan un entorno
protector importante para las células de la LLC, contribuyendo a su persistencia y

expansion al proporcionar sefales de supervivencia a las células leucémicas.

Mediante la secrecion de citoquinas y quimioquinas las NLC pueden atraer al nicho
diversos tipos de células, incluidas las células tumorales. A su vez, les proporciona un
sustrato fisico que facilita la adhesiéon y el acoplamiento de las células de LLC,

fortaleciendo asi su integracion en el tejido linfoide.

Por otra parte, las NLC desempenan un papel inmunosupresor significativo que
contribuye a la evasion del sistema inmunoldgico por parte de las células tumorales.
Estas células crean un microambiente que inhibe la activacién y funcién de células
inmunitarias a través de la secrecion de factores inmunosupresores y la presentacion
de antigenos que desvian la respuesta inmune. Ademas, las NLC pueden inducir la
diferenciacion de linfocitos T hacia un fenotipo regulador, promoviendo un estado de
tolerancia que disminuye la capacidad del sistema inmunoldgico para reconocery atacar

a las células leucémicas (Dondi & Varin-Blank, 2022). Este efecto inmunosupresor no
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solo favorece la supervivencia de las células tumorales, sino que también dificulta la

eficacia de tratamientos inmunoldgicos.

1.3.3 Moléculas que median la interaccion entre las NLCy LLC

Las NLC producen y secretan quimiocinas y factores de crecimiento, incluidos CXCL12
y CXCL13, asi como el factor activador de células B (BAFF) y un ligando inductor de
proliferacion (APRIL), que atraen a las células B-LLC al compartimento tisular y apoyan

su supervivencia y proliferacion.

BAFF y APRIL son miembros de la familia del factor de necrosis tumoral (TNF), y se
encuentran expresados en altos niveles por las NLC. La estimulacion de BAFF y APRIL
induce la activacion de la via NF-kB y la expresion de BCL-2, preservando la
supervivencia de las células LLC (Herishanu et al., 2013; Taghiloo & Asgarian-Omran,
2024). En la misma linea, el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF), secretado
por las células NLC, induce sefales de pro-supervivencia (Taghiloo & Asgarian-Omran,
2024).

Las células NLC expresan altos niveles de CXCL12 (SDF-1a), una quimiocina que es
un potente quimioatrayente, involucrado en la migracién de las células leucémicas a
través del endotelio vascular, y mediador de su interaccion con las células del estroma
de la médula 6sea (J. A. Burger et al., 2000). A su vez, las células de LLC circulantes
expresan en su superficie el receptor de quimiocina CXCR4. Una vez que las células
leucémicas se unen a las células NLC, son protegidas de la apoptosis a través de un
firme contacto célula a célula. La interaccion CXCR4-CXCL12 induce la activacion de
vias de sefalizacion posteriores como la MAP quinasa y AKT, cruciales para el
mantenimiento de la supervivencia de las células LLC (Dondi & Varin-Blank, 2022).
Ademas, las NLC secretan CXCL13 que desempefia un papel en el trafico de células B.
La interaccién de CXCL13 con su receptor CXCR5, expresado en altos niveles en
células leucémicas, es responsable de la localizacion de los linfocitos en érganos
linfoides secundarios y del trafico activo dentro de los foliculos (Mantovani et al., 2002;
Zaaboub et al., 2022). También producen CCL21 que se retiene en la membrana celular
y proporciona una potente sefal quimioatrayente para las células de LLC, favoreciendo
no solo su entrada sino la retencién y acumulacion en los ganglios linfaticos (Zaaboub
etal.,, 2022). En respuesta a los antigenos presentados por las células NLC, la
activacion de BCR desencadena el aumento de la secrecion de quimiocinas CCL3 y

CCL4 por parte de las células LLC. Estas quimiocinas movilizan células accesorias,
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como las células T y los monocitos, a nichos tisulares, lo que permite la formacién de un

entorno propicio para las células LLC (Hanna et al., 2019).

Se ha descrito que las células B leucémicas secretan quimioatrayentes que reclutan
macrofagos derivados de monocitos al nicho de la LLC en la médula dsea y los ganglios
linfaticos, donde adquieren el fenotipo similar al M2. La diferenciacién al fenotipo M2 es
impulsada por HGMB1, IL-10 o exosomas producidos por células B leucémicas (ten
Hacken & Burger, 2016). La proteina B1 del grupo de alta movilidad (HMGB1) es
liberada por las células de LLC, y promueve la diferenciacion de las NLC al unirse al
ADN y desencadenar la respuesta inmunitaria a través de la interaccion con el receptor
de productos finales de glucosilacion avanzada (RAGE) y el receptor tipo Toll 9 (TLR9)
(Jia et al., 2014). En este trabajo se muestra que al bloquear la via de sefalizacién
HMGB1-RAGE/TLRY, se impide la diferenciacién de las células NLC.

No obstante, si bien el papel de las NLC en el apoyo a la supervivencia de las células
de LLC esta bien establecido, los mecanismos moleculares que inducen la
diferenciacion de las NLC siguen sin estar completamente comprendidos. Por ello, se
requieren mas investigaciones para desentrafiar los mecanismos que regulan dicha
diferenciacion y su papel en la progresion de la LLC. Sin embargo, los esfuerzos por
lograr esta comprension se han visto obstaculizados por limitaciones practicas en su
obtencion. Por lo tanto, lograr establecer un protocolo sélido para la obtencion de NLC
in vitro y su caracterizacién, seria de gran valor para continuar ampliando el
conocimiento acerca del rol del TME, y particularmente de las NLC, en la LLC. Conocer
dichos mecanismos nos permitiria explorar el potencial de las NLC como blanco
terapéutico en el tratamiento de la LLC. En particular, teniendo en consideracién el
creciente interés en el desarrollo de terapias que logren interrumpir la interaccion entre

la célula tumoral y su microambiente.
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2.2

1)

2)

3)

4)

Il. Objetivos

Objetivo General

Estandarizar una metodologia para la obtencién de células “nurse like” a partir
de monocitos de sangre periférica y evaluar sus caracteristicas fenotipicas, con
fines de estudiar posteriormente los mecanismos que inducen su diferenciacion

en pacientes con Leucemia Linfoide Croénica.

Objetivos Especificos

Aislar células mononucleares de sangre periférica (CMSP) provenientes de
muestras de pacientes con LLC, evaluar el porcentaje de monocitos presentes e

incubarlas in vitro bajo diferentes condiciones de cultivo.

Caracterizar fenotipicamente, luego de 14 dias de cultivo de las CMSP, las
células adherentes al plastico con marcadores que permitan identificar las NLC

diferenciadas.

Determinar la expresion de marcadores inmunosupresores en las NLC obtenidas

luego de su diferenciacion.

Comparar los marcadores presentes en las células NLC diferenciadas a partir de

muestras de pacientes con diferentes perfiles clinicos.
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lll. Materiales y Métodos

3.1 Reactivos
3.1.1 Soluciones, buffers y medios de cultivo

« Solucién Ficoll-Histopaque-1077: Solucién isotdnica de Ficoll Histopaque® (Sigma-
Aldrich #10771). Solucién de polisucrosa y diatrizoato de sodio con una densidad de
1,077 g/L.

+ Medio de cultivo RPMI completo: Medio RPMI 1640 1X + GlutaMAX™ con 1% HEPES
Buffer Solution 1M, 1% Piruvato de Sodio 100mM, 1% L-Glutamina 200mM, 1% de
Antibiético-Antimicético 100X compuesto de penicilina, estreptomicina y anfotericina b,
suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB). Todos los reactivos fueron

adquiridos de Gibco™.
* Solucién de desprendimiento celular: EDTA 5mM, 2% SFB, PBS 1X.

* Buffer fosfato salino (PBS) 10X: Solucion preparada con NaCl 0,138M, KCI 0,027M,
Na2HPO4 0,078M y KHPO4 0,015M, pH 7,4.

« Inhibidor de union a receptores Fc Anti-Hu. (Bioscience® #2410741).

* Buffer de fijacién celular: Solucién preparada con 4% paraformaldehido (PFA), PBS
1X.

« Fixation Buffer con 4% PFA (Biolegend® #420801).
« Solucién Cyto-Fix Perm/Wash 10X (Biolegend® #426803).

* Buffer de permeabilizacion celular: Solucion preparada con 0,2% Triton X-100, PBS
1X.

« Buffer de bloqueo: Solucién preparada con 5% SFB, PBS 1X.

« Medio de montaje Prolong™ Gold antifade reagent (Invitrogen™ #P36930).

3.1.2 Anticuerpos
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Los anticuerpos primarios y secundarios utilizados para el fenotipaje se encuentran

detallados en la Tablas 4 y 5, para ensayos de citometria de flujo e inmunofluorescencia,

respectivamente.

Tabla 4. Anticuerpos utilizados para ensayos de Citometria de Flujo.

Anticuerpo Compainia Clon Fluorocromo Volumen
(anti-human) (ulL)
CD19 Biolegend® HIB19 Pacific Blue 0,63
#302232
CD19 Biolegend® HIB19 PE 1
#302208
CD5 Biolegend® L17F12 PECy7 1
#364008
CD11b Invitrogen™ ICRF44 Brilliant Violet 605 0,63
#406-0118-42
CD68 Biolegend® Y1/82A Alexa Fluor 488 2,6
#333812
CD206, MMR Biolegend® 15-2 Pacific Blue 1
#321152
CD163 Biolegend® GHI/61 Alexa Fluor 647 1
#333620
CD163 Biolegend® GHI/61 PE 1,25
#333606
CD206 Biolegend® 15-2 PECy7 0,63
#321123
IDO1 Biolegend® 2E2/IDO1 Alexa Fluor 647 1
#654004
CD274, PD-L1 Invitrogen™ MIHA1 Alexa Fluor 700 0,63
#56-5983-42

Tabla 5. Anticuerpos primarios y secundarios empleados en Microscopia

Confocal.

Anticuerpo

Compaiiia

Clon

Origen

Fluorocromo

Dilucion
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Primario Invitrogen™ KP1 Raton Sin conjugar 1:100
Anti-humano  #14-0688-
CD68 82
Primario Invitrogen™  EDHu-1 Raton Sin conjugar 1:100
Anti-humano #MA1-
CD163 82342
Primario Invitrogen™  JF0953  Conejo Sin conjugar 1:200
Anti-humano #MAS-
CD206 32498
Secundario  Invitrogen™ - Cabra  Alexa Fluor647  1:500
Anti-conejo #A21245
IgG
Secundario  Invitrogen™ - Cabra  Alexa Fluor488  1:500
Anti-ratén #A11029
IgG

3.2 Procedimientos generales

3.2.1 Muestras de pacientes con LLC

Las muestras de sangre periférica de pacientes diagnosticados con LLC se obtuvieron
a partir del BioBanco de LLC del Institut Pasteur de Montevideo. El ingreso de todos los
pacientes al BioBanco fue realizado bajo su consentimiento informado, y de acuerdo
con la Declaracion de Helsinki y las regulaciones éticas de Uruguay. El diagndstico de
LLC de los presentes pacientes se baso en los sistemas de estadificacion Rai y Binet, y
en los criterios inmunofenotipicos estandar. El trabajo se realizé con muestras
provenientes de pacientes con diferentes caracteristicas clinicas. El detalle de las
mismas para cada paciente se muestra en la Tabla # (Anexo). Las células se utilizaron
frescas o viablemente congeladas en SFB que contenia 10% de dimetilsulféxido

(DMSO) para su almacenamiento en nitrégeno liquido.

3.2.2 Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica

La muestra de SP del paciente se traspasé a un tubo Falcon™ de 50mL, al cual se le
agreg6 PBS 1X en una relacion 1:1, y se mezcld por inversion. En tubos Falcon™ de
15mL se colocaron 5mL de solucion Ficoll-Histopaque-1077 y se agregaron, sobre la
pared del tubo, 10mL de la dilucién de SP-PBS 1X, para tener una relacion (1:2). El

procedimiento se realizé con precaucion de no mezclar los componentes. Para lograr la
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separacion por gradiente de densidad se centrifugd a 600rcf, sin aceleracién ni freno,
durante 30 minutos a temperatura ambiente. Al final de la centrifugacion se forman
multiples fases (Figura 4). La interfase entre el plasma y el Ficoll, conteniendo las CMSP,
se recupero con pipeta y se colocé en un nuevo tubo Falcon™ de 50mL. La fraccion de
plasma también se recupero para su almacenamiento a -80°C. Alas CMSP se le agregd
PBS 1X hasta completar el tubo, y se centrifugé 8 minutos a 400g. El sobrenadante fue
descartado y las células se resuspendieron en PBS 1X. Todo el proceso de aislamiento
se realiz6 en esterilidad en camara de flujo laminar. Al final se realizé el recuento celular

a partir de una pequena alicuota de las CMSP.

» —— Plasma
SP+PBS 1X > —
‘ Centrifugar_a :q; —— CMSP
Ficoll-Histopaque —| © - GO0ket 0min, w - _—— Fjcoll-Histopaque
- ) \
NG W—— Eritrocitos,

granulocitos.

Figura 4. Separacion de CMSP por gradiente de densidad. Representacion grafica
del aislamiento de CMSP mediante gradiente con Ficoll-Histopaque. Se observa el
gradiente en tubos de 50mL Falcon™ previo a la centrifugacion (izquierda), y el
gradiente luego de centrifugar (derecha). En la parte superior del gradiente se observa
la fraccién de plasma. La interfase entre el plasma y el Ficoll contiene las CMSP. En el

sedimento se encuentran los eritrocitos, granulocitos, etc.

En caso de criopreservacion, las muestras de CMSP se centrifugaron 6 minutos a 400rcf
a temperatura ambiente. El sobrenadante se descarté y el pellet de células fue
resuspendido, segun la concentracién de células deseada, en medio de congelamiento
(90% SFBy 10% DMSO). La suspension celular se paso a crioviales ya en hielo, y luego
se colocaron en un recipiente Mr. Frosty™ de congelacion. Todo el proceso de
congelado se realizé en esterilidad en camara de flujo laminar. En una primera etapa
los crioviales son almacenadas en freezers a -80°C y posteriormente son llevados a

tanques de nitrogeno liquido para su conservacion.
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3.2.3 Descongelado de CMSP

El contenido de los viales criopreservados se resuspendié en 10mL de medio de cultivo
RPMI 1640 completo, previamente calentado a 37°C, en tubos Falcon™. EI
procedimiento debe realizarse rapidamente, con el fin de evitar la muerte celular debido
al DMSO presente. Las muestras se centrifugaron 5 minutos a 400rcf, a maxima
aceleracion y desaceleracion. Se retird el sobrenadante, el pellet se resuspendié en el
volumen sobrante y se agregd medio RPMI completo para llevar la suspension celular
a la concentracion deseada. El proceso de descongelado se realizé en esterilidad en

camara de flujo laminar.

Posteriormente, se tomd una alicuota en microtubos Eppendorf para realizar el recuento
y viabilidad celular. Primero, se diluyé la misma con PBS en relacién 1:2, debido a la alta
concentracién celular. Luego, se realizé un ensayo de exclusiéon con Azul Tripan, en
proporcion 1:1. El colorante azul es incorporado en la membrana celular de las células
muertas, distinguiéndolas de aquellas células vivas que no se tifien. El ensayo se analizé
mediante el contador automatico Countess™ 3 FL Automated Cell Counter. El valor de
viabilidad 6ptimo es en muestras frescas mayor a 90% y en muestras congeladas

superior a 80%.

3.2.4 Cultivo celular de CLL y diferenciaciéon de NLC

Las muestras de CMSP se cultivaron en alta concentracion, 10x10° células/mL, en
placas multipocillo Costar® de 12 pozos (Sigma #CLS3513). El cultivo se hizo en medio
RPMI-1640 completo, suplementado con SFB al 10%, a una densidad de 20x10° de
células por pozo, con el fin de inducir la diferenciacién de los monocitos a NLC. Esta

condicion fue aplicada para los ensayos de citometria de flujo, descritos a continuacion.

Para ensayos de inmunofluorescencia (IF) la concentracién celular deseada fue de
15x10° células/mL. El cultivo se realizé en placas de 8 pocillos p-Slide 8 Well "9" ibiTreat
(Ibidi #80806), a una densidad de 4,5x106 células por pozo.

También, se desarrollaron ensayos de IF con la condicion descrita anteriormente, en
placas de 12 pozos y alta densidad celular. Para ello se utilizaron cubreobjetos de vidrio
circulares para microscopia, que fueron colocados previamente en el fondo de cada

pocillo de la placa de cultivo para que se adhieran alli las NLC desarrolladas.
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Antes de realizar el cultivo, 2x10° células obtenidas de la muestra obtenida de CMSP se
reservd en microtubos Eppendorf para realizar su caracterizacion fenotipica mediante
citometria de flujo (dia 0).

El proceso de cultivo se realizé en esterilidad en camara de flujo laminar.

Las células se mantuvieron durante 14 dias en una incubadora humidificada, a 37°C y
con CO:2 al 5%.

Diariamente los cultivos fueron analizados bajo el microscopio éptico para detectar la

formacién de NLC.

Al finalizar el cultivo (dia 14) las células de LLC de los cultivos de CMSP fueron
removidas, y se reservaron en tubos Falcon™ para su andlisis por citometria de flujo.
Se realizaron lavados con medio RPMI completo para eliminar células B restantes. El
proceso se realizd pipeteando suavemente contra los laterales del pozo, para evitar
alterar la monocapa de NLC. Al finalizar cada lavado se observé bajo el microscopio la
monocapa de NLC, asegurando que se mantuviera adherida al pozo y que quedara un
numero minimo de células de LLC en la superficie.

Para los ensayos posteriores de citometria de flujo fue necesario recuperar las células
adherentes. Para ello se incubaron en 1mL de la solucién de desprendimiento celular,
durante 15 minutos a 37°C. De ser necesario, se terminé de despegar las células con
un pequefio cell scraper (Corning® #3010) o con ayuda de un tip. Se reservo la
suspension celular en tubos Falcon™, y se realizaron lavados con PBS 1X para

recuperar NLC restantes.

3.2.5 Cultivo celular de THP-1

La linea celular THP-1, derivada de células de leucemia monocitica humana, se
mantuvo en cultivo en medio RPMI completo en botellas de cultivo celular (Corning®
#CLS431080). Durante su crecimiento se mantuvieron en una incubadora humidificada
a 37°C con 5% de CO..

Con el fin de comprobar si las células THP-1 diferenciadas a macréfagos eran capaces
de proteger a las células de LLC de la muerte celular, se procedi6 a realizar ensayos de
co-cultivo de células de LLC con macrofagos derivados de THP-1. Para ello fue
necesario con anterioridad diferenciar la linea celular. Las células THP-1 pueden ser
inducidas a diferenciarse en macrofagos con la adicién de Forbol-12-miristato-13-
acetato (PMA), obteniéndose células adherentes similares a los macrofagos (Park et al.,

2007). Por lo tanto, en primer lugar, las células THP-1 se cultivaron en placas de 24
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pozos (Costar® #3524) en medio RPMI completo, con una concentracion celular de
5x%10° células/mL. Para inducir su diferenciacién a macrofagos, las células THP-1 fueron
tratadas (Figura 5) con 5 ng/ml de PMA durante 72 horas. La formacién de macrofagos
adherentes luego del tratamiento se comprobé mediante su examinacion por
microscopia de campo claro, y citometria de flujo (descrito mas adelante). Una vez
obtenidas las células diferenciadas, se retird el sobrenadante con cuidado de no alterar
la monocapa adherida, y se lavéo con PBS 1X temperado para eliminar el reactivo
residual. Al mismo tiempo, células de LLC descongeladas segun el protocolo descrito
anteriormente, se ajustaron a una concentracion de 3 x108 células/ml en medio RPMI
completo, y se agregaron al cultivo de células THP-1 diferenciadas. Adicionalmente, se
realizé un control en el cual las células de LLC no fueron co-cultivadas con las THP-1.
Durante un periodo de 96h, cada 24h las células de LLC en ambas condiciones, sin y
en co-cultivo, fueron recolectadas con pipeta para realizar ensayos de viabilidad

mediante citometria de flujo.

!

THP-1
~J
3 2o
o
>| 8 Cambio
/\ s
medio
- MO0
Células
deLLC o
(o) —_
g |gd

Figura 5. Esquema del co-cultivo de células de LLC con macroéofagos derivados de
la linea celular THP-1. Tratamiento de linea celular THP-1 con Forbol-12-miristato-13-
acetato (PMA) durante 3 dias para la obtencion de macrofagos adherentes (MO).
Posterior co-cultivo de las células de LLC con los macréfagos diferenciados.
Adicionalmente se realizé un control sin co-cultivo de las células de LLC. Se realizaron

ensayos de viabilidad cada 24hs, durante 4 dias, por citometria de flujo.

Las condiciones mencionadas anteriormente fueron puestas a punto a partir de distintos

ensayos de diferenciacion y polarizacion realizados previamente sobre la linea celular
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THP-1. Las células adherentes se evaluaron mediante citometria de flujo para verificar
en ellas la presencia de marcadores de macréfagos. Para ello fue necesario efectuar su
desprendimiento de la placa, tal como se realizé con las NLC, y continuar con el
protocolo estandar de citometria mencionado a continuacion. Para este ensayo se
utilizaron como control células THP-1 sin diferenciar, con el fin de evidenciar una
variabilidad en la expresién de dichos marcadores. Adicionalmente, se realizé6 una
condicion igualmente tratada con 5 ng/ml de PMA pero durante 48 horas, seguido de un
periodo de resting de 72 horas. Al comienzo del periodo de resting se retird el
tratamiento y se realizé un lavado con medio RPMI completo. Por otra, para la obtencién
de macréfagos polarizados a M2 a partir de esta linea celular, se hicieron ensayos con
estimulos adicionales, utilizando distintas interleucinas para la obtenciéon de diversas
clases de macréfagos tipo M2. Los ensayos comenzaron con el cultivo de las células
THP-1 y su diferenciacién bajo tratamiento con PMA por 48 horas. Una vez cumplido el
tiempo se realizd un lavado con medio. Posteriormente, una de las condiciones, implico
la estimulacion con IL-4 30ng/mL durante 72 horas, con el fin de obtener una
polarizacién de los macrofagos hacia un fenotipo M2a. La segunda condicion fue
estimulada con IL-10 30ng/mL durante el mismo periodo de tiempo, logrando polarizar
los macréfagos hacia un fenotipo M2c. Al finalizar los tiempos de tratamiento, se
obtuvieron las células adherentes y se analizé la presencia de los marcadores de
macrofagos en cada una de las condiciones. Con el objetivo de que cada poblaciéon
pueda ser analizada al mismo tiempo final, se debié disefiar un cronograma (Tabla 6)
para coordinar los tiempos de cultivo de cada condicién, haciendo un efectivo uso del

tiempo.

Tabla 6. Cronograma para preparar los cultivos celulares de macréfagos M0, M1 y

M2 a partir de la linea celular THP-1.

Poblacién
deseada Dia 0 Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
THP-1 THP-1 - Cambio de medio - - Andlisis
Mo - - THP-1 + PMA - - Andlisis
MO THP-1 + PMA - Resting - - Analisis
M2a THP-1 + PMA - IL-4 - - Andlisis
M2c THP-1 + PMA - IL-10 - - Analisis
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3.3 Caracterizacion fenotipica

A continuacién, se detallaran los enfoques metodoldgicos empleados en las técnicas de
microscopia y citometria de flujo, y sus fundamentos, para lograr caracterizar las NLC.
A través de estas herramientas, se buscd obtener informacion detallada sobre la
morfologia celular y la expresion de marcadores especificos que definen el fenotipo de

estas células.

3.3.1 Microscopia

3.3.141 Microscopia de campo claro y campo oscuro

La microscopia de campo claro es una técnica fundamental en el estudio de células en
cultivo, permitiendo la observacion directa de su desarrollo, la morfologia celular y sus
interacciones en un ambiente controlado. Se destaca por ser una técnica sencilla y
directa, que no precisa necesariamente de una tincion especial de la muestra para su
observacioén. Esta técnica se basa en el uso luz blanca como fuente luminosa, que se
transmite a través de las muestras, es decir, las células en las placas de cultivo. La
intensidad de la luz se regula utilizando el diafragma y las perillas de brillo del
microscopio. El enfoque se establece con el tornillo macrométrico, y se termina de
ajustar con el tornillo micrométrico. La imagen se magnifica mediante la lente del
objetivo, y se proyecta en un ocular o una camara. La muestra se visualiza oscura contra
un fondo claro. A diferencia de la microscopia de campo oscuro, que consiste en generar
una trayectoria inclinada de la iluminaciéon formando un cono de luz con el centro
obscuro. El cono de luz garantiza que solamente la luz difractada de la muestra sea la
que se propague al objetivo, formando como resultado una imagen de elementos

luminosos con un fondo oscuro.

3.31.2 Microscopia de fluorescencia

La microscopia de fluorescencia es una técnica avanzada que permite la obtencién de
imagenes de muestras biolégicas en alta resolucion y contraste. Se puede analizar la
distribucion de las células, sus caracteristicas y la presencia de multiples marcadores
de superficie e intracelulares. A diferencia de la microscopia convencional, que capta luz
de toda la muestra, la microscopia confocal utiliza como fuente de iluminacién luz laser,
gue se mantiene lineal al propagarse, y un pinhole que captura unicamente la luz emitida

por moléculas fluorescentes situadas en un mismo plano focal. Esto resulta en imagenes
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nitidas y en capas, permitiendo la reconstruccion tridimensional de estructuras celulares.
Por tanto, las muestras deben tefiirse con anticuerpos fluorescentes o poseer
fluorescencia natural. Aplica el principio de absorcion de energia, el cual implica que las
moléculas se excitan a través del laser a una longitud de onda especifica, y emiten luz
a una longitud de onda mas baja debido a la pérdida de energia, esta luz es la detectada
(Sanderson et al., 2014). Al seleccionar los fluoréforos, se debe considerar el amplio
espectro de longitudes de onda tanto de emisién como de excitacién, para evitar que la

senal de un fluordéforo interfiera con la de otro.

Los pasos en la microscopia de IF incluyen la preparacion del cultivo celular, como fue
descrito anteriormente. Pudiendo realizarse directamente en placas especificas para
microscopia, o sobre cubreobjetos circulares dentro de las placas de cultivo, de modo
que las células permanezcan adheridas a él. Una vez desarrolladas las NLC, se retir
la suspensién celular y se realizaron lavados con medio RPMI completo temperado para
remover las células B restantes. Siempre cuidando de no alterar la monocapa de NLC
adheridas. Las células se incubaron con el buffer de fijacién celular o fixation buffer
comercial, durante 15 minutos a temperatura ambiente para su fijacion. Se lavé con PBS
1X. Se permeabilizaron las células con el buffer de permeabilizacién celular,
incubandolas durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se realizaron lavados con
PBS 1X. Las células se bloquearon al incubarlas 30 minutos a temperatura ambiente
con el buffer de bloqueo, evitando asi las uniones no especificas. Sobre la solucion de
bloqueo se anadieron los anticuerpos primarios seleccionados (Figura 5) y se dejo en
incubacion toda la noche en camara humeda a 4°C. Se combinaron los distintos
anticuerpos teniendo en cuenta las caracteristicas y el origen de cada uno. Se realizaron
lavados con PBS 1X. Se anadieron los anticuerpos secundarios en buffer de bloqueo, y
se incubaron dos horas a temperatura ambiente. A partir de aqui el ensayo se continué
en condiciones de oscuridad. Se lavaron los pozos con PBS 1X. Para realizar la tincion
nuclear se incubaron las células con DAPI 0,5ug/mL en PBS 1X, durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Se realizaron lavados con PBS 1X. En caso de trabajar
directamente sobre placas se afiadi6é una gota de medio de montaje en cada pocillo. De
lo contrario, se retird el cubreobjeto de la placa con ayuda de una pinza estéril, y se
coloco inversamente sobre un portaobjeto de vidrio ya conteniendo la gota de medio de
montaje. Se debe asegurar que no queden burbujas en el preparado, realizando el
montaje suavemente. Se cubrieron las muestras con aluminio y se dejaron secar toda
la noche a temperatura ambiente. Luego, fueron conservadas a 4°C para su posterior

analisis. En caso de su conservacion a largo plazo, se guardaron a —20°C.
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Fig 6. Marcaje para el fenotipado de NLC por microscopia confocal. Las NLC
diferenciadas se incubaron en primaria instancia con anticuerpos primarios (CD206,
CD68, CD163) sin conjugar. En un segundo paso se marcaron con anticuerpos
secundarios conjugados a Alexa Fluor 488 y Alexa Fluor 647 (columna 1y 2). Teniendo
en cuenta las caracteristicas y el origen de cada anticuerpo se decidié combinarlos como
figura en la imagen. Para el enfoque y ubicacion de las células por IF se utilizaron células
unicamente con tincion DAPI (columna 3). Como control se colocaron solamente los
anticuerpos secundarios (columna 4). En todos los casos se realizé tincién nuclear con

DAPI. Se realizaron duplicados de cada condicién (fila 2).

Las muestras fueron analizadas en el microscopio de laser confocal LSM ZEISS 800. El
objetivo utilizado en todos los casos fue de 63x con inmersién en aceite. Las células se
localizaron y enfocaron utilizando el filtro DAPI a baja exposicion. Se debe tener cuidado
con los tiempos de exposicion a la luz prolongados para evitar el fotoblanqueo, es decir,
la degradacion del fluoréforo. Posteriormente, se realizd la seleccion de filtros para

tomar las imagenes. Los archivos .TIFF se analizaron utilizando el software ImageJ.

3.3.2 Citometria de flujo convencional y espectral

La citometria de flujo es una técnica analitica utilizada para cuantificar y caracterizar
células y particulas en suspensién, con tamanos entre 0,2 y 150um (Depince-Berger et
al., 2016). Permite medir multiples parametros celulares y cualquier componente que
pueda ser marcado con un fluorocromo, siguiendo el mismo principio de la IF. Los
citometros de flujo cuentan con una parte fluidica que mediante un enfoque
hidrodinamico promueven el transporte de las células individualmente en una sola fila
hacia el haz laser. Las células a través de la columna son iluminadas por un solo haz
con una longitud de onda particular. En la citometria convencional las sefales de
dispersion de luz resultantes y la fluorescencia pasan a través de espejos vy filtros, que

seleccionan longitudes de onda especificas, para luego ser dirigidas hacia el detector
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respectivo. Por tanto, las longitudes de onda de excitacion y emision de los fluorocromos
elegidos en una misma muestra no deben superponerse entre si. La parte electronica
del citdmetro convierte las sefales de luz detectadas en sefales electronicas que
pueden ser procesadas por una computadora. Mediante la herramienta de
compensacion es posible eliminar la seccion superpuesta y la autofluorescencia. El
parametro Forward Scatter (FSC) mide la dispersion frontal de la luz, cuya intensidad
se relaciona principalmente con el tamafo de las células. El parametro Side Scatter
(SSC) mide la dispersion lateral de la luz, asocidandose con la granularidad y complejidad
interna de las células. Asi se da la medicién del tamafo relativo, la granularidad y la

intensidad relativa de fluorescencia de las células.

Actualmente, la llegada de la citometria espectral representd un avance significativo en
la capacidad de analisis. La técnica captura un espectro completo de fluorescencia para
cada célula, creando una especie de huella de las longitudes de onda que se emiten.
Esto permite la utilizacion de multiples fluorocromos con espectros de emision

solapados, y el disefio de paneles complejos de marcadores.
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Fig 6. Esquema de los componentes basicos de un citometro de flujo. Se indican
los tres sistemas que componen a un citémetro (fluidico, 6ptico, electrénico), asi como

el flujo del procesamiento de la sefial y la deteccion.

En marco de este trabajo se disefiaron diversos paneles con marcadores para la
caracterizacion de las distintas poblaciones celulares a analizar (NLC, células B, THP-
1) (Tabla 7. En la estrategia de disefio se consideraron los espectros de excitacion y
emision de cada fluorocromo asociado a su anticuerpo y el indice de complejidad, para

evitar su interferencia y asegurar una correcta deteccion en el citémetro de flujo,
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contemplando el tipo y cantidad de laseres alli presentes. Aquella fraccidén de muestra a
la que se le agregaron todos los marcadores a analizar se denominé MIX. Por otra parte,
se realizo el control de fluorescencia menos uno (FMO), donde se incubd la muestra con
todos los anticuerpos excepto aquellos a evaluar en la poblacion objetivo, lo que es
clave para determinar el porcentaje de células positivas. También se reservd una

fraccion de la muestra que no fue marcada como control sin tincién (US).

Tabla 7. Disefio de paneles para la caracterizacion mediante citometria de flujo de las

distintas poblaciones celulares: NLC, células B.

Muestra Marcaje utilizado
Células B CD19-PE, CD5-PECy7, ZV
NLC CD19-PE, CD11b-PECy7, CD163-AF647, CD206-

PB, CD68-AF488

NLC CD19-PB, CD11b-BV605, CD163-PE, CD206-
PECy7, CD68-AF488, IDO-AF647, PDL1-AF700, NIR

Los marcajes detallados son los correspondientes al MIX.

Como fue detallado anteriormente, luego de los 14 dias del cultivo celular, se realizé el
desprendimiento de la monocapa de NLC, las células se colectaron en tubos Eppendorf,
y luego de su conteo se colocaron en placas de 96 pocillos fondo V (Deltalab #900012)
para realizar el marcaje, considerando la misma cantidad de células por pocillo. En caso
de las células B se colocd un total aproximado de 5x10° células por pocillo. Una vez en
la placa las células se centrifugaron a 400g por 5 minutos, y se lavaron con PBS 1X.
Para el analisis de viabilidad se utilizaron los marcadores ZombieViolet (ZV) o NIR,
segun el panel disefiado. EI marcador se diluy6é 1:1000, y se incubaron las células en
50uL de la dilucidn durante 30 minutos en oscuridad y a temperatura ambiente.
Transcurrido el tiempo se realizd un lavado con PBS 1X. Para el bloqueo se colocaron
10uL del inhibidor de unién a receptores Fc, durante 15 minutos a 4°C. Se realiz6é un
lavado con PBS 1X. Para el marcaje extracelular se incubaron las células 30 minutos a
4°C con los anticuerpos correspondientes conjugados a su fluorocromo, en un volumen
final de 50uL con PBS 1X. Transcurrido el tiempo se realizé un lavado con PBS 1X para
eliminar el excedente. Las células se fijaron al incubarlas con 50uL de fixation buffer
comercial a 4°C durante 20 minutos. Se realizé un lavado con la solucion Cyto-Fix

Perm/Wash 1X. En el caso de las NLC se realiz6 marcaje intracelular, incubando las

42



células con el anticuerpo CD68-AF488 durante 30 minutos a 4°C, en un volumen final
de 50uL con solucion Cyto-Fix Perm/Wash 1X. Finalmente se lavaron las células con la
solucion Cyto-Fix Perm/Wash 1X, y se resuspendieron en 150uL de PBS 1X.

Para la compensacion de la fluorescencia se utilizaron perlas UltraComp eBeads
(Invitrogen #01-2222-42). Para el analisis de viabilidad el control utilizado fue realizado
con células. En tubos Eppendorf, segun la cantidad de fluorocromos a analizar, se
colocaron 100uL de PBS 1X y una gota de perlas ya vortexeadas. Luego, a cada uno
se le afadié 0,5uL del anticuerpo deseado, salvo para aquellos conjugados a PE y
PECy7 que se agregd 10uL partiendo de una dilucion previa 1:50. Se incubaron 15
minutos a 4°C, se lavaron y resuspendieron en PBS 1X. Las muestras se analizaron en
el citdbmetro convencional Attune NxT o en el citdmetro espectral Aurora.
Posteriormente los archivos con los resultados se analizaron con el software FlowJo y
se procesaron en GraphPad. Cuando fue apropiado, se realizé la prueba t de Student
para muestras pareadas, para determinar la significancia estadistica de la diferencia

entre los dos grupos de datos.
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IV. Resultados y Discusion

4.1 Optimizacion de las condiciones del cultivo para el desarrollo de las
NLC

En primer lugar, con el objetivo de lograr el desarrollo de NLC en condiciones de cultivo
estandar, se debid definir la densidad celular 6ptima para el cultivo de CMSP. En la
literatura la informacion proporcionada sobre la densidad celular utilizada es muy
variante de un estudio a otro, con concentraciones que van desde 3x10° células/mL a
15x108 células/mL (J. A. Burger et al., 2000; Filip et al., 2015), por lo que definir un valor
de referencia fue necesario en la puesta de a punto de la metodologia para la obtencion
de NLC. Inicialmente los cultivos de CMSP de pacientes con LLC fueron realizados a
una densidad celular de 10x10° células por pocillo en placas de 12 pozos. Sin embargo,
transcurridos los 14 dias de cultivo al observar la presencia de células al microscopio de
campo claro se evidencio que el desarrollo de NLC fue ineficiente, no hallandose células
adherentes. Por el contrario, se destaca la presencia de células B leucémicas de
pequeno tamano y distribuidas de forma dispersa (Fig. 7A) En cuanto a su morfologia
no se observan totalmente redondeadas, sino que hay presencia de células contraidas,
con bordes irregulares y de aspecto arrugado. Dado que el contacto entre las células de
LLC y los monocitos ha sido descrito como esencial para la diferenciacion de NLC y la
promocion de la sobrevida del clon leucémico (Tsukada et al., 2002), este hecho podria
estar indicando que la baja cantidad de células B presentes en el cultivo dificulta la

interaccion célula-célula y por consecuencia la diferenciacion de NLC.

A continuacion, tomando como referencia este resultado, se realiz6 el cultivo de CMSP
modificando la densidad celular a un valor alto, 20x10° células por pocillo, en placas de
12 pozos. Todos los dias se observaron las placas al microscopio en un minimo de 3
campos aleatorios, siguiendo asi cambios visuales relacionados con la forma, el tamano
y el desarrollo general de las células para cada muestra. De esta forma se detecto el
desarrollo de nurse-like cells en estos cultivos de alta densidad celular (Fig. 7B) cuya
morfologia redondeada o alargada agrandada resalta sobre el pequefio tamafo y forma
redondeada de los linfocitos B. La aparicion de las células adherentes comenzd a
visualizarse de forma progresiva transcurridos aproximadamente 7 dias, alcanzando su
maximo luego de 14 dias de cultivo. Sin embargo, pese a que la metodologia empleada
se mantuvo sin cambios, el desarrollo de NLC no fue igual para todas las muestras. Se
detecto variabilidad en su formacion, llegando a observase una diferenciacion de NLC
reducida o incluso nula en algunas muestras (Fig. 7C). Este fendbmeno sugiere que la

capacidad de los monocitos para diferenciarse en células adherentes podria depender
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de caracteristicas clinicas particulares de cada paciente, algo que se abordard mas
adelante.

Adicionalmente, con el fin de detectar diferencias en la eficiencia del desarrollo de NLC
se realizaron los cultivos de CMSP a alta densidad celular, utilizando dos tipos de placas
de 12 pozos pertenecientes a companias diferentes, Greiner y Costar. Sin embargo, el

resultado en el desarrollo de NLC fue indistinto para ambos tipos de placas.

A)

B)
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C)

Figura 7. Impacto de la densidad celular de linfocitos B leucémicos en el
desarrollo de NLC. Micrografias de campo claro transcurridos 14 dias de cultivo de
CMSP. A) Cultivo celular a una densidad de 10x10° células. Se observa la presencia de
células B dispersas y ausencia de NLC. B) Cultivo a una densidad celular alta. Se
destaca el desarrollo de NLC (flecha naranja) sobre las células leucémicas presentes.
C) Cultivo a una densidad celular alta, 20x10°¢ células. Se destaca la presencia

mayoritaria de células B y ausencia de NLC. Aumento: 40X.

Al tratarse de un cultivo de largo plazo con el fin de nutrir las células durante el
experimento inicialmente se realizé6 un recambio parcial del medio de cultivo en dias
alternos. No obstante, se observé que era mas eficiente para el desarrollo de las NLC
realizar un recambio parcial de medio de cultivo fresco cada 5 dias. El periodo de tiempo
mas largo entre los recambios de medio asegurdé una menor agitacion de placa y el
mejor asentamiento de las células. Respecto a la técnica fue relevante comenzar a
retirar el sobrenadante con precision de la parte superior del pozo, y colocar el medio
fresco suavemente sobre el lateral del pozo, causando la menor alteracion posible del
cultivo. Se optd por realizar un recambio parcial del medio dada la importancia del
contenido del medio ya presente en el cultivo. El recambio parcial del medio asegura
que las concentraciones de citocinas, nutrientes y factores de crecimiento presentes se
mantengan dentro de niveles adecuados. A su vez evita la acumulacion de metabolitos
téxicos y mantiene un pH adecuado del medio, evitando la acidosis. Por tanto, el
mantenimiento supone un beneficio en la sobrevida de las células B y favorece la
diferenciacion de las NLC, especialmente dada la implicancia de los factores solubles

en la interaccion entre estas células del sistema inmune (Herishanu et al., 2013).
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En relacion con la recoleccion de las células B del sobrenadante luego de finalizado el
tiempo del cultivo celular se decidid, segun lo observado al microscopio para cada
muestra (Fig. 8A) realizar entre uno y dos lavados suaves para su recuperacion.
Después de realizar los lavados se observd una notable disminuciéon en su numero,
dejando sdlo una cantidad muy reducida de estas células en el cultivo, mientras que las
NLC permanecieron adheridas (Fig. 8B). De lo contrario, realizar un mayor niumero de
lavados para recuperar las células B resultaba en la pérdida de las células adherentes
durante el procedimiento. O, en caso de mantenerse adheridas, las células mostraban

una alteracién en su morfologia debido a la alteracién mecanica.

Por ultimo, debidé ponerse a punto el desprendimiento de las células adherentes para
llevar a cabo su posterior analisis e identificacion. Para ello se realizaron pruebas
incubando la monocapa de células adherentes con distintas soluciones para causar su
desprendimiento. La examinacion de la placa bajo el microscopio se realizé de forma
rutinaria antes y después de cada incubaciéon para controlar la integridad y el
desprendimiento completo de las células. En primer lugar, se procedi6 a la incubacion
con tripsina; si bien se logro el desprendimiento de las células, el resultado no fue exitoso
ya que la técnica resultaba agresiva para las células disminuyendo en consecuencia su
viabilidad. Posteriormente, tomando como referencia la bibliografia, se probd la
incubacion con EDTA 0,7mM en PBS 1X. Sin embargo, no se logrd el desprendimiento
de la monocapa. A continuacion, se realizé la incubacién de nuevas muestras con EDTA
5mM en PBS 1X (Zaaboub et al., 2022). Ademas, en este paso se hicieron ensayos
modificando el tiempo de incubacion, asi como las temperaturas, manteniendo las
placas en hielo o en la incubadora a 37°C. Tras los distintos ensayos, se comprobd que
la técnica mas eficiente para el desprendimiento de las células adherentes NLC era la
incubacion con EDTA 5mM, SFB 2% y PBS 1X, durante 15 minutos a 37°C (Fig. 8C).
La adicion de SFB causaria una menor alteracion de las células. De todas formas, hubo
casos en que no fue suficiente la incubacién con la solucidon para observar el
desprendimiento completo de la monocapa de células adherentes. En esta situacion se
comenzo a utilizar un cell scrapper o un tip cumpliendo la misma funcién para ayudar al
desprendimiento, sin embargo, un trabajo mecanico prolongado afecta a las células de

interés y su morfologia.
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C)

Figura 8. Obtencion in vitro y aislamiento de NLC. Proceso de desprendimiento de
NLC transcurridos 14 dias en cultivo celular. A) NLC adherentes y células B previo a los
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lavados y el tratamiento de desprendimiento. B) NLC adherentes y menor presencia de
linfocitos B posterior a los lavados. Aumento: 40X C) NLC y su cambio morfolégico luego

de la incubacion con la solucién de desprendimiento celular y uso de cell scrapper.

4.2 Caracteristicas morfolégicas de las NLC

Una vez establecido el protocolo de referencia que permitié la correcta obtencién de las
células adherentes, se procedid a su caracterizacion morfoldgica para confirmar que
verdaderamente nos encontrdbamos frente a las células de interés. Tras el cultivo de
CMSP a la densidad celular de 20x108 células por pozo, la apariencia de los monocitos
pese a su tamafo era indistinguible de los linfocitos debido a la alta proporcion de
linfocitos leucémicos en la muestra. Se realizdé un seguimiento diario para obtener una
vision clara de las células y sus cambios morfolégicos. Transcurrida una semana la
presencia de células con propiedades adherentes se comienza a distinguir tras una
agitacién minima de la placa. Bajo el microscopio 6ptico, con técnicas de campo claro y
campo oscuro, se caracterizo la morfologia de las células que se desarrollaron a partir
de los cultivos de CMSP de LLC. Destacandose la aparicion de células con
caracteristicas morfologicas variables (Fig. 9). Las células adherentes similares a
macrofagos mostraban una morfologia pleomorfica, presentandose con formas
ovaladas o alargadas grandes, consistente con lo reportado previamente para NLC
(Burger et al., 2000; Tsukada et al., 2002).

A)
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Figura 9. Fenotipificacion de NLC. Caracterizacion morfolégica de las NLC mediante
microscopia optica. Los paneles A) y B) muestran el pleomorfismo de las NLC (flecha
naranja), resaltando sus distintas morfologias: ovalada y alargada agrandada, respecto

a las células B (flecha azul). Aumento: 400X.

Por tanto, las NLC presentan una amplia gama de morfologias, desde una apariencia
ovalada grande hasta una forma alargada y fusiforme. Particularmente en las células
adherentes alargadas se pueden ver estructuras de apariencia similar a una cola que
se proyecta hacia los lados. Estas proyecciones le otorgan a la célula una apariencia en
forma de huso. La presencia de prolongaciones puede sugerir que las NLC exhiben
caracteristicas de motilidad celular, tal como ocurre en los fibroblastos (Herant et al.,
2010). Asimismo, esta prolongacion puede presentarse como dos o multiples
proyecciones, que a su vez pueden variar en longitud y orientaciéon. En general, el ndcleo
de la célula pareceria estar ubicado en el centro mientras que las prolongaciones se
extienden en dos direcciones opuestas como se observa en la Figura 10. Se nota
claramente el contraste de dicha morfologia con las NLC de forma redondeada.
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Figura 10. Morfologia fusiforme de las NLC. Caracterizacion de la morfologia
alargada de las NLC. Se observan prolongaciones de variada longitud y numero que se

extienden a partir del centro de la célula adherente.

Como puede visualizarse en las micrografias, si bien luego de los lavados de recoleccion
de células B su numero disminuye, aun queda una pequefa poblacién remanente. Lo
que es llamativo es la disposicién que presentan las células de LLC que permanecen en
el cultivo celular. Se observan multiples células de LLC en estrecha proximidad a las
NLC (Fig. 11). Estas se presentan rodeando a las NLC, formando una coleccion de
células que se visualizan como clusters. La localizacion tan proxima y superpuesta de
las células causa que muchas veces sus margenes no se puedan distinguir. Como
resultado del contacto estrecho entre el clon leucémico y las NLC se podria estar
promoviendo la supervivencia de las células de LLC. Tal como fue evidenciado en
investigaciones anteriores, la interaccion fisica directa entre las células tumorales y TAM
favorece el crecimiento de las células B neoplasicas y las protege de la apoptosis
espontanea y quimioterapéutica (Herishanu et al., 2013; Dondi & Varin-Blank, 2022).
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Figura 11. Formacion de clusters entre el clon leucémico y las NLC. Se observa la
ubicacién en estrecha proximidad de las células B (flecha azul) rodeando las NLC (flecha
naranja), lo que lleva a la formacion de clusters. Imagen en campo claro (izquierda) y

campo oscuro (derecha). Aumento: 100X

4.3 Inmunofenotipaje de las NLC por microscopia confocal

El segundo objetivo de este trabajo final de carrera consisti6 en caracterizar
fenotipicamente, luego de 14 dias de cultivo de las CMSP, las células adherentes
similares a macrofagos. Tras su caracterizacion morfolégica por microscopia 6ptica,
procedi a estudiar la expresién de marcadores proteicos tipicos de las NLC mediante
microscopia de inmunofluorescencia. Para identificar las NLC diferenciadas examiné la
presencia de los marcadores CD68, CD163 y CD206, cuya expresion anteriormente fue
reportada en esta poblacién celular (Mantovani et al., 2017). A su vez, estos marcadores
de superficie son identificadores de macréfagos tipo M2 (Ysebaert & Fournié, 2011; Jia
et al., 2014), por lo que su expresion permitiria confirmar si la poblacién celular muestra
un fenotipo antiinflamatorio similar al de los macréfagos M2. De forma contraria, estos
marcadores no se encuentran presentes en el clon leucémico, lo que hace posible su

diferenciacion.

En primer lugar, con el fin de ubicar las células y diferenciar las distintas poblaciones
celulares, realicé el analisis de la tincion con DAPI. La tincion con DAPI es una

herramienta util en este tipo de microscopia para visualizar los nucleos celulares, ya que
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se une a regiones especificas del ADN, particularmente a secuencias ricas en adenina
y timina. Mediante la observacion de la estructura nuclear de las células, en las figuras
a continuacién, se logra diferenciar la poblacién de células B tumorales de las NLC. En
el caso de las NLC el nucleo se distingue por su mayor tamano y heterogeneidad,
respecto al nucleo de las células B que es mas pequeno, redondeado y de estructura

compacta.

A continuacion, se realizo para las distintas muestras el analisis de las tinciones con los
biomarcadores previamente mencionados (CD68, CD163 y CD206), con el objetivo de
identificar y caracterizar las NLC en el microambiente tumoral de la LLC. En primer lugar,
cabe resaltar que la técnica empleada fue realizada con éxito, ya que se observé una
correcta tincion de las células, evidenciada por una sefal intensa y especifica para los
marcadores seleccionados. La tincion para los marcadores CD163 y CD206 mostrd una
fuerte senal en las células adherentes (Fig. 12A). De manera similar, la tincién para
CD68 también reveld una senal clara en las células adherentes (Fig. 12B). Estos hechos
respaldan la identidad de estas células en el cultivo como NLC, debido a la consistencia
con otros informes que indican la expresiéon de CD68 y CD163 en las NLC (Fiorcari et
al., 2015; Marchesi et al., 2015). No menor, lo observado por nosotros in vitro en las
NLC es relevante en el microambiente tumoral in vivo, ya que ha sido descrita la
expresion de CD163 y CD68 en monocitos/macrofagos en el bazo y los ganglios
linfaticos de pacientes con LLC (Ysebaert et al., 2010; Giannoni et al., 2014). Ademas,
no observamos sefial en las células B tumorales, lo que permitié una distincion clara
entre ambas poblaciones celulares.

En busca de un enfoque que proporcione una visiéon detallada de la ubicacion de los
marcadores en las NLC se realizé una superposicion (merge) de las emisiones
obtenidas para cada biomarcador, revelando la co-localizacidn de las proteinas en la

célula.

A)

B)
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Figura 12. Caracterizacion de las células adherentes mediane
inmunofluorescencia. A) Expresién de los marcadores de superficie CD163 (cyan) y
CD206 (rojo) en NLC. B) Expresion de los marcadores de superficie CD68 (verde) y
CD206 (rojo) en NLC. En ambos casos se realiz6 tincidn nuclear con DAPI (azul) para
identificar el nucleo celular. A la derecha se muestra la superposicion de las emisiones.

Escala: 10um.

Como control negativo se realiz6 un ensayo uUnicamente con los anticuerpos
secundarios y tincion DAPI, sin los anticuerpos primarios, para verificar la ausencia de
unién inespecifica. En este control, no se observé sefal a partir de los anticuerpos
secundarios conjugados a Alexa Fluor 488 y Alexa Fluor 647, lo que confirma la
especificidad de la técnica (Fig. 13). Asimismo, las propias células B actuan como control
adicional, ya que no mostraron expresiéon de los marcadores CD68, CD163 y CD206,
presentando Unicamente tincion positiva para DAPI, debido a que son una poblacion

negativa para dichos marcadores.

A) B)

Figura 13. Control negativo de los anticuerpos secundarios utilizados para
microscopia confocal. Imagenes del cultivo celular incubado unicamente con

anticuerpos secundarios conjugados a A) Alexa Fluor 488 y B) Alexa Fluor 647, junto
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con tincion DAPI, sin la presencia de anticuerpos primarios. Se observa ausencia de

unién inespecifica. Escala: 10um

La expresion de CD68 se localizé en el interior celular de las NLC, principalmente en el
citoplasma, con una fuerte sefial que a menudo se encuentra cerca del nucleo y en
menor medida en la membrana plasmatica (Fig. 14). Esto sugiere que el marcador se
asocia con estructuras citoplasmaticas, posiblemente vesiculas o compartimentos
fagociticos, que se agrupan en la region perinuclear. De forma consistente con estos
hallazgos, estudios previos han demostrado que la proteina CD68 se localiza
principalmente en endosomas y lisosomas, pero puede trasladarse rapidamente a la

superficie celular (Chistiakov et al., 2017).

Figura 14. Localizacion intracelular de CD68 y CD206 en las NLC. Evaluacion de la
distribucion de los marcadores CD68 (verde), CD206 (rojo) y DAPI (azul) en NLC
mediante microscopia confocal. La ubicacion de CD68 se observa en el citoplasma
cercano al nucleo. La tincion nuclear con DAPI (azul) resalta la organizacion interna

nuclear. Escala: 10um.

Por otro lado, la expresion de CD163 se observa de forma difusa en la membrana
plasmatica y también en el citoplasma de las NLC (Fig. 15) La presencia de este

marcador revela la similitud de las NLC con los macréfagos tipo M2. Su localizacién en
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el citoplasma revela su funcion fagocitica, ya que esta proteina esta involucrada en la
captura y procesamiento de complejos hemoglobina-haptoglobina, asociados con la
eliminacion de material intracelular (Fiorcari et al., 2021). Por lo tanto, se refuerza el rol
de las NLC en la modulacion de la inflamaciéon y en la interaccién con otras células

dentro del microambiente tumoral.

En todos los casos la tincion con CD206, un marcador especifico de macréfagos tipo
M2, mostré una expresion localizada principalmente en la membrana de las NLC. Sin
embargo, también se observa expresion difusa en el citoplasma. La presencia de este

marcador refuerza la identificacion de las NLC dentro del entorno tumoral.

Figura 15. Localizacion intracelular de CD163 y CD206 en las NLC. Distribucién de
los marcadores CD163 (cyan) y CD206 (rojo) en NLC mediante microscopia confocal.
Se realizé tincion nuclear con DAPI (azul). La expresion de CD163 se observa en el
citoplasma y membrana celular de las NLC (flecha naranja). Hay presencia de linfocitos

B (flecha azul) proximos a la NLC. Escala: 10um

De forma complementaria a las observaciones previas realizadas en microscopia de
campo claro, las imagenes obtenidas mediante microscopia confocal confirmaron el

pleomorfismo de las NLC (Fig. 16). Observandose células con variada morfologia, desde
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formas redondeadas hasta alargadas. Este resultado coincide con la descripcion
temprana de las NLC, con morfologia ovalada (Burger et al. 2000) o redondeada
(Tsukada et al. 2002).

Asimismo, se distingue la presencia de multiples prolongaciones alargadas que se
extienden radialmente desde el cuerpo celular de las NLC (Fig. 17). Las proyecciones
varian tanto en forma como en longitud, algunas exhibieron proyecciones mas largas y
delgadas, mientras que otras presentaron proyecciones mas cortas y gruesas, lo que

sugiere diferentes configuraciones funcionales de las NLC.

B) N C)

Figura 16. Morfologia de las NLC observadas mediante microscopia confocal.
Presentacion del pleomorfismo presente en las NLC a través de la expresion de los
marcadores CD68 (verde), CD206 (rojo) y CD163 (cyan). A) Diferentes morfologias que
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pueden adquirir las NLC: redondeada y alargada. B) NLC con de forma redondeada y
gran tamario. C) NLC con morfologia alargada, mostrando una forma extendida. Escala:

10um

Figura 17. Prolongaciones en la morfologia de NLC. Se observa la presencia de
multiples proyecciones alargadas que se extienden radialmente desde el cuerpo celular
de las NLC. Escala: 10um

También se observa la ubicacién de las células de LLC en estrecha proximidad con las
NLC. Esta cercania sugiere posibles interacciones entre ambas poblaciones celulares
dentro del microambiente tumoral. Ademas, de esta forma las NLC podrian proporcionar
un nicho protector para las células tumorales, tal como se ha descrito en estudios
previos (ten Hacken & Burger, 2016).

En conclusién, las observaciones combinadas a partir del estudio fenotipico por
microscopia optica y microscopia de inmunofluorescencia confirmaron la presencia de
NLC. Por tanto, la metodologia puesta a punto en este trabajo permite un correcto

desarrollo de NLC in vitro a partir de cultivos de CMSP de LLC, y su posterior deteccion.
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4.4 Inmunofenotipaje de NLC mediante citometria de flujo.

En una segunda etapa, con el fin de obtener un resultado aun mas robusto acerca del
fenotipo de las células adherentes y su evolucion, procedimos a examinar la expresiéon
de los marcadores tipicos de NLC mediante citometria de flujo. De esta forma, mediante
la aplicacion de estas técnicas complementarias, se busco obtener una visién completa
del inmunofenotipo de las células adherentes. En busqueda de identificar las
poblaciones celulares presentes en el cultivo se procedié al diseno de un panel de
anticuerpos para citometria de flujo que contemplara los marcadores de NLC, asi como
los marcadores para el clon tumoral. Por lo tanto, las células fueron tenidas con los
anticuerpos: anti-CD19, anti-CD11, anti-CD68, anti-CD163 y anti-CD206.

Al momento del cultivo celular de las CMSP se tomd una fraccion de cada muestra para
su analisis por citometria de flujo, de esta manera fue posible obtener el nivel de
expresion inicial al dia 0 del cultivo. En la Figura 18 se presenta la estrategia de gating
utilizada para el analisis de los datos. Cabe resaltar que antes de comenzar el analisis
se optimizé el proceso de adquisicién de datos en base al estudio del parametro tiempo
vs SSC, asegurando que sea de calidad y no haya fluctuaciones en el flujo al momento
de toma de muestra. En primer lugar, para el analisis se separo la poblacion celular en
funcién del tamano y granularidad, excluyendo restos celulares (Fig. 18A). Luego, en
dicha regién se seleccionaron células individuales, descartando agregados celulares y
dobletes (Fig. 18B). Para la diferenciacién del clon tumoral de los monocitos (Fig. 18C)
se utilizaron los anticuerpos anti-CD11b y anti-CD19, conjugados a PECy7 y PE,
respectivamente. De esta forma se observa la poblacion de células B (CD19+ CD11b-)
caracteristicas de la LLC, que representa la porcion mayoritaria de las células (>90%)
como era esperado. Por otro lado, se observa la poblacion de monocitos (CD19-
CD11b+) que se encuentran en muy baja proporcion (<1%). A su vez para algunas
muestras en esta seleccion se distinguen dos poblaciones indicando niveles

diferenciales de expresién de CD11b.

Una vez seleccionada la poblacién de monocitos se determiné el porcentaje de células
que expresan los marcadores de NLC. Para identificar y determinar el porcentaje de
células positivas se utilizé como referencia el control FMO, donde se marcaron las
células con todos los anticuerpos menos el de interés a evaluar. En la Figura 19 se
presentan los histogramas representativos de la expresion de los tres marcadores
tipicos de NLC en la poblacion de monocitos. Al analizar el porcentaje de expresion de
CD68 vemos que ya desde el inicio se observa un alto porcentaje (92,5%) de células

marcadas con el anticuerpo. Si bien para CD163 el porcentaje de células que expresan
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la proteina es menor, la expresion es significativa (57,6%). Por el contrario, la expresion
de CD206 es realmente baja (1,34%) en la poblacién de monocitos, a comparacion de

los marcadores anteriores.
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Figura 18. Estrategia de gating para los ensayos de expresion de los marcadores

de NLC. Presentacion de un ejemplo representativo del analisis realizado en el software
FlowdJo para cada muestra. A) Dot plot de FSC-A vs SSC-A para la seleccion de células
y exclusién de restos celulares. B) Dot plot de FSC-A y FSC-H, dentro de la regién
anterior, para excluir dobletes y seleccionar singuletes. C) Dot plot de CD11B y CD19,

dentro de la region anterior, para seleccionar los monocitos y excluir el clon tumoral.
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Figura 19. Expresion de los marcadores de NLC en monocitos al inicio del cultivo
de CMSP. Histogramas representativos del analisis de los marcadores A) CD68, B)
CD163 y C) CD206 presentes en monocitos el dia 0. En azul se muestran los

histogramas de las células marcadas. En rojo se muestran los controles FMO.

Transcurridos 14 dias del cultivo de CMSP de LLC se procedi6 al analisis de la expresion

de los marcadores caracteristicos de NLC sobre las células adherentes obtenidas. Sin
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embargo, realizar citometria de flujo con las NLC representé un desafio debido a su
naturaleza adherente, lo que requirié un desprendimiento muy controlado de las células
de la placa para evitar alteraciones en su integridad. Tras superar esta dificultad, como
fue detallado anteriormente, me enfrenté a una nueva problematica relacionada con la
dificultad para detectar las células en el diagrama de dispersion. Para ello se debid
trabajar con valores de voltaje muy bajos para los parametros SSC y FSC.
Adicionalmente, en algunos casos el bajo nivel de formaciéon de NLC dificultaba la
ubicacién de la poblacién y por tanto la medicion de la expresion de los marcadores. No
menor, no todas las muestras cultivadas daban lugar a la obtencién de NLC. En
consecuencia, para obtener un resultado 6ptimo se debia formar un numero alto de
células adherentes. Por lo tanto, se requirié que la generacién de cultivos celulares de
CMSP sea de alta densidad celular. Esto implica un compromiso con el manejo

extremadamente cuidadoso de las muestras, debido a su naturaleza clinica limitada.

Aplicando la estrategia de gating detallada previamente, se procedié al analisis de los
marcadores caracteristicos de NLC en las células adherentes (Fig. 20). El porcentaje de
expresion de CD68 en la poblacién de células CD11b+ se mantuvo en niveles elevados
(>98%) después de 14 dias de cultivo. Por otro lado, en el ejemplo presentado el
porcentaje de células que expresan CD163 se mantuvo similar entre el dia 0 y 14. En
contraste, la expresion de CD206 mostré un aumento notable en la poblacion analizada.
La visualizacién de altos niveles de expresién de los marcadores CD68, CD163 y CD206
en las células adherentes implica que, tras 14 dias de cultivo, los monocitos presentes
en las CMSP de sangre periférica de pacientes con LLC se han diferenciado y mantenido
su identidad fenotipica como NLC. La estabilidad en la expresiéon de CD68 y CD163,
junto con el aumento de CD206, indica que las NLC continuan desempenando funciones
clave en el microambiente tumoral, tales como la modulacion de la respuesta inmune,
la promocién de un entorno antiinflamatorio y la interaccién con las células tumorales en
la LLC.
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Figura 20. Expresion de los marcadores de NLC en las células adherentes
obtenidas. Histogramas representativos del analisis de los marcadores A) CD68, B)
CD163 y C) CD206 presentes en las células adherentes obtenidas luego de 14 dias del
cultivo de CMSP. En azul se muestran los histogramas de las células marcadas. En rojo

se muestran los controles FMO.

En busqueda de una vision mas abarcativa, se disefid un nuevo panel de anticuerpos
para citometria de flujo. Si bien se mantuvieron los marcadores clasicos, se modificaron
los fluorocromos asociados a cada uno, lo que permitié utilizar un mayor niumero de
anticuerpos en un solo ensayo. Esta estrategia facilité la evaluacion simultanea de
multiples parametros sin interferencias entre las sefiales emitidas por los fluorocromos
utilizados, garantizando una correcta separacion y analisis de las sefiales en el equipo
de citometria de flujo. Previo a su uso en la identificacién se realizo la puesta a punto de
los nuevos anticuerpos mediante su titulacion.

Adicionalmente, esta modificacién posibilitd la incorporacion del tercer objetivo de este
trabajo al ensayo. El mismo consisti6 en evaluar la expresién de los marcadores
inmunosupresores IDO y PDL-1 en la poblacién de células adherentes. La eleccion de
estos marcadores se baso en su relevancia en la actividad inmunosupresora de las NLC.
IDO es una enzima clave en la via del metabolismo del triptéfano, y su expresion en las
NLC esta asociada con la inmunosupresién mediante la disminucién de los niveles de
triptéfano en el microambiente tumoral, lo que inhibe la proliferacion de linfocitos T y
promueve un estado de tolerancia inmunoldgica (Lindstréom et al., 2020). Por su parte,
PDL-1 es una molécula que interacciona con el receptor PD-1 en las células T,
induciendo la anergia y la tolerancia en las células T activadas, favoreciendo la evasion
inmunoldgica de las células tumorales (Boéttcher et al., 2021). Ambos marcadores son
fundamentales en la capacidad de las NLC para modular la respuesta inmune en el

microambiente tumoral y promover la evasion de la vigilancia inmunoldgica.

Para el analisis, la estrategia de gating se mantuvo sin modificaciones, excepto por la
adicion del marcador NIR para la evaluacion de la viabilidad celular. En la Figura 21 se
presenta un ejemplo representativo de esta estrategia, correspondiente a la evaluacion
de una muestra el dia 14 de cultivo. Se destaca la seleccion de la poblacién de células

adherentes CD11b+ y el incremento en su numero (48%).
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Figura 21. Optimizacion de la estrategia de gating para la deteccion y
caracterizacion de NLC. Ejemplo representativo del analisis realizado en el software
FlowdJo para la caracterizacion de células adherentes, basado en el disefio de un nuevo
panel de citometria de flujo. A) Dot plot de FSC-A vs SSC-A para la seleccion de células
las células adherentes. B) Dot plot de FSC-A y FSC-H para seleccionar singuletes y
excluir agregados celulares. C) Dot plot de NIR y FSC para la evaluacion de la viabilidad
celular. D) Dot plot de CD11B y CD19 para la seleccién de NLC y exclusién del clon
tumoral. En todos los casos, la seleccién de cada poblacion se realizé a partir del gate

definido en el panel anterior.

Seguidamente, en la Figura 22, se muestra la expresion de los marcadores
caracteristicos de NLC, confirmando nuevamente su expresidon en las células
adherentes. El total de la poblacion de células adherentes (100%) presenta expresion
de CDG68, y una alta proporcién de la poblacién presenta una expresion elevada de
CD163 (76%) y CD206 (97%). En el caso de los marcadores inmunosupresores (Fig.
23), en la poblacion de NLC la expresion de IDO no se presenta muy elevada (34%),
mientras que la expresion de PDL-1 fue alta (93%), favoreciendo la evasion

inmunoldgica, lo que es coherente con lo reportado en la bibliografia.
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Figura 22. Evaluacién optimizada de los marcadores de NLC en la poblaciéon de
células adherentes. Histogramas representativos obtenidos mediante el uso de un
nuevo panel de anticuerpos, que permite el analisis de los marcadores A) CD68, B)
CD163 y C) CD206 presentes en las células adherentes. En azul se muestran los

histogramas de las células marcadas. En rojo se muestran los controles FMO.
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Figura 23. Expresion de los marcadores inmunosupresores IDO y PDL-1 en NLC.
Histogramas representativos del analisis de los marcadores A) IDO y B) PDL-1 en la
poblaciéon de NLC obtenidas luego de 14 dias del cultivo de CMSP de pacientes con
LLC. En azul se muestran los histogramas de las células marcadas. En rojo se muestran
los controles FMO.

De forma general, podemos afirmar que el panel disefiado es correcto para la
identificacion de las NLC y permitira el futuro desarrollo de investigaciones sobre la

implicancia de esta poblacién celular en el microambiente tumoral de la LLC.

Una vez presentado de manera representativa el analisis realizado para cada muestra

se procedera a evaluar la expresion general de los marcadores CD68, CD163 y CD206
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en la poblacion celular CD11b+. Para ello, se compararan los datos obtenidos al inicio
del cultivo con los obtenidos tras 14 dias de cultivo en todas las muestras analizadas en
este estudio. Se consideraran ademas caracteristicas clinicas de los pacientes con LLC.
La evaluacion de estos marcadores se presenta en las Figuras 24-26, donde se muestra
el porcentaje de células CD11b+ que expresan cada marcador, en base al estadio de
LLC del paciente analizado. Cada figura incluye dos paneles: el panel A muestra la
expresion en monocitos (dia 0), mientras que el panel B muestra la expresion en NLC
(dia 14).
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Figura 24. Evaluacion de la expresion de CD68 en la poblacion celular CD11b+ al
inicio y tras 14 dias de cultivo de CMSP provenientes de pacientes en distintos
estadios de LLC. Graficos de la expresién de CD68 en dos puntos temporales en
células CD11b+ de pacientes en diversos estadios clinicos (A, B y C) de LLC. A)
Expresion de CD68 en monaocitos, al dia 0 del cultivo. B) Expresién de CD68 en NLC, al
dia 14 del cultivo. Cada muestra esta representada como un punto individual y la barra
vertical indica el promedio de la frecuencia de células que expresan el marcador en cada
estadio de LLC.

La evaluaciéon de la expresion del marcador CD68 en monocitos provenientes de
muestras de pacientes con diferentes perfiles clinicos muestra niveles similares,
cercanos al 80%, al inicio del cultivo (Fig. 24). Esto puede sugerir que en esta fase inicial
la expresion basal de CD68 en los monocitos no esta influenciada por el estadio clinico.
No obstante, al dia 14 del cultivo, las respuestas entre los distintos estadios de LLC son
diferentes entre si. Por un lado, en el estadio A no se pudo realizar el analisis de este ni

de otros marcadores, debido a la ausencia de NLC desarrolladas en el grupo. En el caso
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del estadio B, se observé una disminucion en la expresion de CD68 en las NLC. Este
descenso en la expresion sugiere un cambio en el microambiente tumoral y en la
interaccion entre las células. Por ultimo, en el estadio C, la expresion de CD68 en las
NLC se mantuvo constante a lo largo del cultivo. Ese patron de estabilidad podria reflejar
una caracteristica de las NLC en estadios avanzados de LLC, donde las células en el
microambiente son menos susceptibles a cambios. Considerando los niveles de
expresion observados CD68 puede ser un potencial marcador para las NLC in vivo. De
todas formas, la importancia biolégica de la variacion en la expresién de CD68 por las

NLC aun no esta clara y merece una mayor investigacion.
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Figura 25. Evaluacion de la expresion de CD163 en la poblacién celular CD11b+ al
inicio y tras 14 dias de cultivo de CMSP provenientes de pacientes en distintos
estadios de LLC. Graficos de la expresion de CD163 en dos puntos temporales en
células CD11b+ de pacientes en diversos estadios (A, B y C) de LLC. A) Expresion de
CD163 en monocitos, al dia 0 del cultivo. B) Expresion de CD163 en NLC, al dia 14 del
cultivo. Cada muestra esta representada como un punto individual y la barra vertical

indica el promedio de la frecuencia de células que expresan el marcador en cada estadio
de LLC.

La evaluacién de la expresion de CD163 en monocitos mostré para cada estadio que
menos de la mitad de la poblacion celular expresa el marcador (Fig. 25). Sin embargo,
la expresion se visualiza de forma heterogénea entre las muestras. Al dia 14 del cultivo,
se observaron diferencias en la expresion de CD163 entre los estadios clinicos de LLC.

En el estadio B, la expresiéon promedio de CD163 se mantuvo estable y similar a la
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observada al inicio del cultivo, indicando una estabilidad en el perfil fenotipico. Por otro
lado, en el estadio C, se observd un aumento en la expresién de CD163 en las NLC.
Este aumento es relevante, ya que CD163 es un marcador caracteristico de macrofagos
M2. A su vez, es coherente con la investigacion donde se propone que CD163 es el
marcador mas confiable para las células NLC en comparacion con el CD68 (Boissard et
al. 2016). En el contexto de la LLC, un aumento en la poblacién que expresa CD163 en
el estadio C podria reflejar una mayor presencia de NLC, lo que sugiere que, en los
estadios avanzados de la enfermedad las NLC pueden estar desempefiando un papel

mas pronunciado en la modulaciéon del microambiente tumoral.
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Figura 26. Evaluacion de la expresion de CD206 en la poblacién celular CD11b+ al
inicio y tras 14 dias de cultivo de CMSP provenientes de pacientes en distintos
estadios de LLC. Graficos de la expresion de CD206 en dos puntos temporales en
células CD11b+ de pacientes en diversos estadios (A, B y C) de LLC. A) Expresion de
CD206 en monocitos, al dia 0 del cultivo. B) Expresion de CD206 en NLC, al dia 14 del
cultivo. Cada muestra esta representada como un punto individual y la barra vertical

indica el promedio de la frecuencia de células que expresan el marcador en cada estadio
de LLC.

La evaluacion de la expresion de CD206 en monocitos muestra que los niveles promedio
de expresion fueron similares entre los tres estadios clinicos, aunque las muestras
presentaron una distribucion poco homogénea (Fig. 26). Esta variacion entre las
muestras puede reflejar diferencias individuales en la respuesta inmune o en la
activacion de las células derivadas de cada paciente. Al dia 14 del cultivo, en el estadio

B la expresion promedio de CD206 en las NLC es menor respecto al dia 0. En contraste,
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en el estadio C, la expresién de CD206 aumentd, lo que podria indicar una mayor
presencia de estas células inmunosupresoras en el microambiente tumoral. Ademas,
podria ser indicativo de una polarizacion de las células hacia un fenotipo M2 mas
pronunciado, lo que favoreceria la progresion de la enfermedad al promover la tolerancia

inmune y la remodelacién del microambiente.

La evaluacién de la expresién de los marcadores IDO y PDL-1 mostré que ambos
marcadores presentan una distribucion dispersa entre las diferentes muestras de
pacientes (Fig. 27). Esta variabilidad en la expresion podria reflejar diferencias
individuales en la activacion celular o en el microambiente del paciente. En cuanto al
promedio de expresién, para ambos casos en el estadio A la expresion fue mas baja en
comparacion con otros estadios, lo que sugiere que las células podrian presentar una
menor activacién de las vias inmunosupresoras asociadas. Mientras tanto, para los
estadios B y C se observa una mayor expresion de IDO y PDL-1 que podria sugerir una
mayor activacién de las vias inmunosupresoras y favorecer la evasion inmune del tumor
y la tolerancia inmunoldgica descrita en los estadios clinicos mas avanzados de la LLC.
Esto podria ser explicado por la participacion de exosomas derivados de células de LLC,
que han sido descritos capaces de inducir un fenotipo supresor en monocitos y
macrofagos, con elevados niveles de expresion de IDO y PD-L1 (Fiorcari et al., 2021;
ten Hacken & Burger, 2016).
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Figura 27. Evaluacion de la expresion de marcadores inmunosupresores en la
poblacion celular CD11b+ al cultivar CMSP provenientes de pacientes en distintos
estadios de LLC. Graficos de la expresion de A) IDO y B) PDL-1 en monocitos de SP

a partir de la clasificacion de las muestras segun el estadio clinico del paciente. Cada
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muestra esta representada como un punto individual y la barra vertical indica el

promedio de la frecuencia de células que expresan el marcador en cada estadio de LLC.

En conclusion, los resultados obtenidos en esta seccién de analisis sugieren que las
NLC presentan una gran plasticidad fenotipica, lo que les permite modificar su perfil de
expresion dependiendo del microambiente en el que se encuentren. Dicha variabilidad
en la expresion refleja las diferencias en la maduracion y en la activacion de las células
en funcion del entorno en el que se desarrollan (Zaaboub et al., 2022). Sin embargo, es
necesario aumentar el nimero de muestras a analizar en cada estadio clinico para poder
confirmar estos resultados, ya que no se pudo realizar un analisis estadistico. En suma,
se destaca la importancia de comprender las caracteristicas fenotipicas y funcionales
de las NLC en los distintos estadios clinicos de la LLC, para poder identificar potenciales
objetivos terapéuticos que modulen su influencia en el microambiente tumoral. Este
enfoque, junto con un mayor tamafio de muestra, permitiria una evaluacién mas precisa

y la validacion de estos hallazgos.

4.5 Asociacion del desarrollo de las NLC con caracteristicas clinicas de
las muestras de los pacientes con LLC

En esta seccion se presenta el analisis del desarrollo diferencial de NLC a partir de
CMSP provenientes de pacientes con LLC, tras el periodo de cultivo de 14 dias. El
objetivo es evaluar la capacidad de los monocitos para diferenciarse en NLC en funcion
del estadio clinico de la enfermedad, y explorar posibles correlaciones entre el perfil de
diferenciacion celular y las caracteristicas clinicas de los pacientes, descritas en el

anexo.

Los resultados presentados se basan en las observaciones realizadas mediante
microscopia éptica de campo claro, lo que permitié examinar el desarrollo y la morfologia
de las NLC. Los resultados se ilustran en graficos circulares proporcionan una vision
general de la capacidad diferencial de los monocitos para diferenciarse en NLC, a su
vez mostrando la influencia del estadio clinico en el desarrollo. En el primer grafico (Fig.
28A) se representa la proporcion de muestras que si desarrollaron NLC, en base a cada
estadio clinico. El segundo grafico (Fig. 28B) ilustra en el mismo sentido la proporcién

de las muestras que no lograron formar NLC tras 14 dias de cultivo.
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A) Formacion de NLC B) Ausencia de NLC
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Figura 28. Capacidad de los monocitos de desarrollarse en NLC tras 14 dias de
cultivo, en base al estadio clinico del paciente. Se presentan dos graficos circulares
subdivididos en los tres estadios clinicos de la LLC (A, B y C) que representan la
capacidad de cada uno de desarrollar NLC. A) Formacion de NLC para los distintos
estadios en un total de 12 muestras analizadas. B) Ausencia de formacion de NLC para

los distintos estadios en un total de 6 muestras analizadas.

A partir de las muestras que lograron formar NLC, se realiz6 un analisis adicional
presentado en la Figura 29. En el panel A se presenta la proporcion de muestras de
cada estadio que exhiben una alta capacidad de formacién de NLC, mientras que el
panel B muestra la proporcién de muestras que lograron desarrollar NLC, pero de forma

minima.

Los resultados indican que la mayor cantidad de muestras que presentan la capacidad
de formar NLC provienen de pacientes cursando un estadio C de la enfermedad. Dentro
de este grupo, se observa una mayor proporcién de muestras que no solo son
formadoras de NLC, sino que también muestran una alta capacidad de diferenciacion
de estas células, obteniéndose un mayor numero. En contraste, aquellas muestras
pertenecientes al estadio B presentan una distribucion mas homogénea entre los
grupos, con muestras tanto formadoras como no formadoras de NLC. Entre las muestras
formadoras de NLC en este estadio, se aprecia una variabilidad en su capacidad de
diferenciacion, destacandose algunas con un elevado numero de NLC y otras con un
nivel mas reducido de diferenciacién. Finalmente, las muestras provenientes de
pacientes cursando estadio A representan la menor proporcion de muestras capaces de
formar NLC, y en los casos que ocurre la formacion, esta se caracteriza por un desarrollo

limitado de NLC en todos los casos.
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A) Elevado desarrollo de NLC B) Reducido desarrollo de NLC
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Figura 29. Nivel del desarrollo de NLC en muestras formadoras de esta poblacion,
en base al estadio clinico del paciente. Se presentan dos graficos circulares
subdivididos en los tres estadios clinicos de la LLC que muestran el nivel de desarrollo
de NLC tras 14 dias de cultivos en aquellas muestras formadoras de NLC. A) Elevado
desarrollo de NLC para los distintos estadios en un total de 6 muestras. B) Reducido

desarrollo de NLC para los distintos estadios en un total de 6 muestras

Estos hallazgos sugieren que la capacidad de los monocitos para diferenciarse en NLC
esta vinculada al estadio clinico de la LLC, lo cual podria reflejar la influencia del
microambiente tumoral en la funcionalidad de las células del sistema inmunoldgico.
Ademas, la variabilidad observada en la formacion y desarrollo de NLC en los distintos
estadios puede tener implicaciones relevantes para entender el papel de estas células

en la patogénesis de la LLC y su posible contribucion a la progresiéon de la enfermedad.

4.6 Efecto del desarrollo de NLC en la viabilidad del clon tumoral.

La viabilidad celular es un parametro fundamental para evaluar el comportamiento y la
respuesta de las células tumorales en cultivos in vitro. Por esta razén, se considerd
relevante realizar un analisis de la viabilidad de las células B tumorales provenientes de
pacientes con LLC al inicio del cultivo y transcurridos 14 dias, tras la formacion de NLC.
Para ello, mediante citometria de flujo se evalué la viabilidad del clon tumoral en ambos
puntos temporales. El andlisis se hizo con el software FlowJo, siguiendo una estrategia

de gating similar a la presentada previamente, identificando la poblacion de células B de
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LLC mediante la evaluacion de CD19 y CD11b. Y, dentro de la poblacién seleccionada,

medir la viabilidad analizando el parametro Zombie Violet o NIR y SSC.

Los resultados muestran que, en el inicio del cultivo, todas las muestras analizadas
presentaban una viabilidad de células B elevada, superior al 90%. Sin embargo, una vez
transcurridos 14 dias del cultivo de CMSP, se observé una diferencia significativa en la
viabilidad celular segun la presencia o ausencia de NLC en el cultivo (Fig. 30). Las
muestras que no desarrollaron NLC presentaron una disminucion notoria en su
viabilidad respecto al inicio del ensayo, alcanzando una viabilidad menor al 20% en la
poblacion de células B. Aquellas muestras que si formaron NLC mantuvieron una
viabilidad sorprendentemente alta (>70%) transcurridos 14 dias. Este comportamiento
en la viabilidad de la poblacion presenté una variacidon estadisticamente significativa.
Este hecho sugiere que el desarrollo de NLC tiene un efecto protector sobre las células
B tumorales en el microambiente de la LLC. El resultado respalda lo reportado en
articulos anteriores, donde se vio el efecto protector de las NLC en co-cultivo con células

de LLC en la apoptosis espontanea (J. A. Burger et al., 2000).
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Figura 30. Efecto de las NLC en la viabilidad de las células B tumorales. Analisis de
la viabilidad de las células de LLC al inicio del cultivo de CMSP (Dia 0) y después de 14
dias (Dia 14) mediante citometria de flujo. Las muestras se agruparon segun el nivel
desarrollo de NLC, siendo formadoras (+) o no formadoras (-) de NLC. Analisis
estadistico con prueba t de Student (p=0,0022 **) indica diferencia significativa entre la

viabilidad de las muestras que desarrollaron NLC al dia 14 y las que no.
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Este hallazgo resalta la importancia de las NLC, no solo como un componente clave del
microambiente tumoral, sino también como moduladoras de la supervivencia celular en
la LLC. Las NLC, conocidas por su capacidad para interactuar estrechamente con las
células tumorales, parecen ofrecer un entorno que favorece la viabilidad de las células
B leucémicas. Estos resultados abren nuevas posibilidades para el desarrollo de
terapias dirigidas a interrumpir la interaccion entre las NLC y las células B tumorales, lo
que podria mejorar las respuestas terapéuticas en pacientes con LLC, especialmente
en aquellos que presenten un estadio avanzado de la enfermedad. De hecho, estudios
previos informaron sobre la correlacién entre el nimero de NLC y el resultado clinico de
la enfermedad, produciéndose un recuento de NLC mayor en aquellos pacientes con
una supervivencia mas corta. Por lo tanto, la manipulacion de las NLC o sus
mecanismos de accién podria convertirse en una estrategia innovadora en el tratamiento
delaLLC.

4.7 Uso de un modelo de linea celular para imitar los efectos protectores
de las NLC sobre las células B leucémicas.

La interaccion entre las células tumorales y el microambiente celular es un factor
determinante en la supervivencia de las células leucémicas. Como fue presentado
anteriormente, las NLC han demostrado ejercer un efecto protector sobre las células
tumorales, constituyendo un componente relevante de este microambiente. Sin
embargo, pese a la optimizacion de la metodologia realizada en este trabajo, la técnica
para la obtencién de NLC in vitro continta siendo compleja, limitando el estudio de las
NLC y la comprensién de su rol en la biologia de la LLC. Por un lado, se presenté
variabilidad en la cantidad de células de NLC generadas a partir de las muestras. Esto,
sumado a la dependencia de muestras de sangre de LLC y el mantenimiento prolongado
de los cultivos celulares, fomentaron la busqueda de un modelo de linea celular de NLC
para realizar experimentos de manera mas eficiente y consistente. En este contexto, se
opté por el uso de células THP-1 diferenciadas a macréfagos como un modelo celular
que pudiera simular algunas de las caracteristicas funcionales de las NLC. Este enfoque
tiene como objetivo proporcionar un modelo experimental mas accesible para el estudio

de la interaccién entre las células tumorales y las células del microambiente.

Para evaluar el impacto del uso de células THP-1 primero se debié realizar su
diferenciacién a macréfagos. Se evalud la expresion de los marcadores CD68 y CD163,
aplicando la misma estrategia que anteriormente, para comprobar el desarrollo de la

poblacion hacia un fenotipo similar a NLC mediante citometria de flujo (Figura I-Anexo).
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El perfil de expresion fue consistente con lo reportado previamente para la linea celular
diferenciada (Aldo et al. 2013). Para el analisis de la viabilidad de las células de LLC, se
cultivaron CMSP tanto en su cultivo independiente como en co-cultivo con células THP1
diferenciadas a macrofagos. A lo largo de un periodo de 4 dias, se realizaron mediciones

diarias de la viabilidad celular para ambas condiciones mediante citometria de flujo.
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Figura 31. Efecto del modelo celular THP-1 en la viabilidad de las células de LLC.
Analisis de la viabilidad de las células de LLC cultivadas de forma independiente (-) o
en co-cultivo (+) con células THP-1 diferenciadas a macréfagos. Se evalué una fraccion
de los cultivos cada 24hs durante 4 dias. A partir de las 24hs ya hay diferencia
significativa en la viabilidad de las células B entre las muestras en co-cultivo y aquellas
cultivadas independientemente. Analisis estadistico con prueba t de Student para
muestras pareadas. 24hs p=0,0327 (*), 48hs p=0,0078 (**), 72hs p=0,0062 (**), 96hs
p=0,0248 (*).

Los resultados obtenidos evidenciaron que las células B cultivadas solas presentaron
una disminucién progresiva de su viabilidad durante el periodo de cultivo (Fig. 31). En
cambio, las células B en co-cultivo con THP-1 diferenciadas a macréfagos mantuvieron
una viabilidad mas alta durante todo el ensayo. A partir de las 24hs ya es notoria la
diferencia en la viabilidad de las células B entre las muestras en co-cultivo y aquellas
cultivadas independientemente. Particularmente en el co-cultivo, si bien el nivel se
mantuvo elevado, el promedio de viabilidad menor se dio a las 48hs, presentando luego
un aumento en los dias posteriores. Este hallazgo sugiere que, las células THP-1
diferenciadas a macréfagos podrian simular algunos de los efectos protectores de las

NLC sobre las células tumorales, aportando a su supervivencia.
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En conjunto, este ensayo proporciona un modelo experimental viable para investigar las
interacciones entre las células B leucémicas y el microambiente de las NLC, abriendo
nuevas posibilidades para el estudio de estrategias terapéuticas que modulen estas
interacciones y mejoren el tratamiento de la LLC. El uso de macréfagos diferenciados
podria facilitar futuros estudios sobre las NLC, permitiendo un analisis mas accesible y
reproducible de su impacto en la biologia de la LLC (Riddy et al., 2018). Las lineas
celulares son herramientas clave para la investigacion biomédica, y en el marco de este
proyecto, la linea celular THP-1 resulté adecuada para representar el rol de las NLC en

el microambiente tumoral.
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V. Conclusiones y Perspectivas

En el presente estudio, se logré confirmar y expandir un hallazgo previo sobre el
desarrollo de células nurse-like a partir de células mononucleares de sangre periférica
de pacientes con LLC, bajo condiciones de cultivo estandar. La optimizacion de la
metodologia para su obtencion me permitié determinar una densidad celular éptima para
el desarrollo de las NLC, establecida en 20x10® células. Adicionalmente, pude
establecer técnicas para el mantenimiento del cultivo y el posterior aislamiento de las
NLC, de forma que se convierta en un protocolo reproducible para la generacion de
NLC.

Respecto al desarrollo de NLC detecté una amplia variacion entre las muestras de
CMSP provenientes de pacientes con LLC, tanto en términos de la cinética como en la
magnitud de las células generadas. Esta variabilidad podria reflejar la heterogeneidad
inherente de la LLC, y tiene implicaciones relevantes para la comprensién de las

interacciones entre las NLC y las células de LLC en el microambiente tumoral.

En cuanto a las caracteristicas fenotipicas y bioldgicas de las células adherentes, pude
confirmar la expresién de marcadores como CD68, CD163 y CD206 en la poblacion,
permitiendo su identificacion como NLC mediante citometria de flujo y microscopia
confocal. Adicionalmente, se observo el pleomorfismo que presentan las NLC, con una
morfologia que incluia formas ovaladas agrandadas y redondeadas, lo que destaca el

proceso cambiante de su desarrollo y diferenciacion.

Este trabajo también demostré que las NLC tienen un efecto pro-supervivencia sobre
las células de LLC, lo que sugiere su rol en la evasion de la apoptosis dentro del
microambiente tumoral. Este efecto fue corroborado mediante la medicion de la
viabilidad en las células B en dos momentos temporales y su correlacion con el numero
de NLC. No obstante, para entender a fondo como se da la comunicacién entre estas
poblaciones a nivel de la expresidon génica y otros mecanismos moleculares, se requiere

realizar estudios adicionales.

Con el objetivo de avanzar a futuro en la comprension de los mecanismos moleculares
subyacentes a la interaccion entre NLC y células de LLC, confirmé que la linea celular
THP-1, una vez diferenciada, puede ser utilizada como un modelo adecuado para imitar
los efectos pro-supervivencia de las NLC. De esta forma, las dificultades respecto al
complejo manejo de las NLC seria superado en una primera aproximacion, permitiendo
la realizacion de un mayor numero de investigaciones sobre la biologia de esta

poblacion y su rol en la LLC.
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En conclusién, este trabajo ha establecido una metodologia robusta y reproducible para
la obtencién de NLC, asi como para su identificacion fenotipica mediante diversas
técnicas. Este hecho permitira en estudios futuros mejorar el entendimiento de las
interacciones celulares que ocurren en el microambiente tumoral, particularmente entre
NLC y células B tumorales, proporcionando nuevos insights sobre la biologia del cancer.
Adicionalmente, la relevancia del rol de las NLC en el microambiente tumoral y el efecto
pro-supervivencia sobre las células de LLC abre nuevas posibilidades para el disefio de
estrategias terapéuticas que modulen estas interacciones y mejoren el tratamiento de la
LLC. En este sentido, es de gran interés profundizar en los mecanismos que inducen la
diferenciacion de las NLC, ya que comprender estos factores podria permitir la
modulacioén de su participacion en el microambiente tumoral, lo cual seria clave para el

desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas.
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VII.

Anexo

Tabla 1-Anexo. Datos clinicos sobre las muestras provenientes de pacientes con LLC
utilizadas en el presente proyecto.

Perfil
Identificacion Edad Sexo GB totales Linfocitosis FISH* IGHV**  Estadio
LLC1 76 M - 626770 s/alt citog Mutado C
LLC2 75 M 48500 42500 - No mutado B
LLC3 61 M - 900000 Normal No mutado -
LLC4 57 M 316800 304500 del(11qg) Nomutado  III-C
Sin
LLC5 69 F 128000 119900 alteraciones  Mutado A
LLC6 52 M - 421000 tris12 No mutado C
LLC7 60 F - - - Mutado B
M i Sin
LLC8 79 - alteraciones  Mutado A
LLC9 - - 237500 - - No mutado -
LLC10 68 M 206000 195000 del(13q) Mutado I1-B
LLC11 71 M - 93000 tris12 Mutado v
LLC12 60 M 166780 156000 - No mutado B
LLC13 63 F 105000 102400 - No mutado C
del(13q),

76 F 22000 19100 monosomia A
LLC14 Cr 6 No mutado
LLC15 62 M 110600 103000 - No mutado B
LLC16 72 F 237700 224600 trisl2 No mutado Inc
LLC17 44 M - 183000 Normal No mutado B

trisl2,

LLC18 63 F 29860 24500 del(13q) Mutado A
LLC19 61 M 314000 303000 Normal No mutado C
LLC20 79 F 105000 112000 - No mutado I1-B

*FISH:Hibridacion fluorescente in situ. **IGHV:Region variable del gen de las inmunoglobulinas.
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Figura 1-Anexo. Evaluacién de los marcadores de NLC (CD68, CD163) en la linea
celular THP-1 diferenciada a MO.
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