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RESUMEN

La leucemia linfoide cronica se caracteriza por un aumento paulatino de células
B en sangre periférica, que evadieron la apoptosis y se detuvieron en la fase
GO/G1 del ciclo celular. Esto resulta de un complejo equilibrio entre la
activacion de la proliferacion celular y la inhibicién de la apoptosis, siendo un

proceso multifasico que ocurre principalmente a nivel subcelular.

Basados en este hecho, se realizo el analisis de las alteraciones subcelulares
presentes en células tumorales de pacientes con LLC, empleando microscopia
electronica de transmision. Para ello se trabajé con células B obtenidas de dos
grupos de pacientes: indolentes (como grupo control) y progresores, a fin de
determinar con mayor precision si existta o no una morfologia subcelular

diferencial entre ambos grupos.

El analisis de las células B leucémicas, realizado mediante MET, reveld que las
mismas presentan caracteristicas ultraestructurales propias. Estas incluyen
alteraciones subcelulares tanto en la organizacion celular interna como a nivel
de la membrana plasmatica. Los resultados parecen indicar que si bien los
linfocitos de ambos grupos comparten algunos aspectos de su estructura
celular, los correspondientes al grupo de pacientes progresores exhiben
caracteristicas distintivas, las cuales podrian ayudar al diagnéstico vy

caracterizacion de la LLC.

Para complementar los datos obtenidos del analisis de la morfologia subcelular,
se realizaron ensayos mediante inmuno-MET, con el fin de determinar la
localizaciéon intracelular de la Lipoprotein lipasa en dichas células. Si bien se
trata de resultados preliminares, los mismos sugieren que en el paciente

progresor, la LPL se encuentra retenida principalmente en las cisternas del RER.

La presencia de elementos diferenciales en la morfologia ultraestructural,
denota la existencia de modificaciones funcionales. La identificacion sistematica
de alteraciones sub-celulares caracteristicas de la LLC, asi como la deteccién de
LPL a nivel intracelular, permitirian proponer su empleo como elementos

prondsticos tempranos de la progresion tumoral.
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Palabras claves: Células B, Leucemia linfoide crénica, Lipoprotein lipasa,

Ultraestructura de células B, Inmuno-localizacion de la lipoprotein lipasa.

Abreviaturas:
LLC: Leucemia linfoide cronica.
LPL: Lipoprotein lipasa.

MET: Microscopia electrénica de transmisién.



INTRODUCCON

GENERALIDADES

La leucemia linfoide cronica (LLC) es una neoplasia de etiologia desconocida
caracterizada por la acumulacién paulatina pero progresiva de linfocitos B
clonales con fenotipo maduro en sangre periférica, médula 6sea y dérganos
linfaticos secundarios. Es la leucemia mas frecuente en la poblacién occidental y
usualmente afecta a los adultos mayores de 50 afios (Dighiero et al., 2008),
siendo la edad promedio para su diagnéstico de 70 afios para los hombres y 74
afos para las mujeres (Bianchi et al, 2012). La evolucion de esta enfermedad
presenta un curso sumamente variable, con pacientes que presentan un rango
de sobrevida que oscila entre meses y décadas. (Dighiero et al, 2008). Los
tratamientos disponibles hasta el momento pueden inducir la remision de la
enfermedad, pero la mayoria de los pacientes indefectiblemente recaen, por lo

que esta patologia al dia de hoy es considerada incurable (Burger et al., 2009).

EPIDEMIOLOGIA

La incidencia anual de la LLC varia segun el sexo y la edad de la poblacion en
estudio. En Estados Unidos se estima una incidencia de 3,5 casos cada 100.000
habitantes pero en el Reino Unido se registran estimaciones de 6 casos cada
100.000 habitantes (Bianchi et al., 2012). Estudios realizados en Uruguay revelan
semejanzas con los porcentajes de la tasa de incidencia de LLC de Europa
occidental. Para nuestro pais, en la poblacion adulta, dicha tasa oscila en el
entorno de 4,5 casos por afo cada 100.000 habitantes. La edad promedio es de
72 afios, en un rango que oscila entre 35 y 90 afos, con una relacidén
aproximada de 2:1 en hombres con respecto a mujeres (Bezares et al,, 2009). En
paises asiaticos sin embargo, la incidencia de la LLC es alrededor de cinco veces
menor en comparacion con la observada en los paises occidentales (Tamura et
al, 2001). A pesar de dichas observaciones, no existen evidencias consistentes
para considerar que exista una relacion directa entre la predisposicion a la

enfermedad y el medio ambiente (Dighiero et al,, 2008). Excepto en el caso de
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trabajadores expuestos a herbicidas agricolas, tampoco se dispone de
evidencias sélidas para vincular el desencadenamiento de esta enfermedad
como resultante de la exposicion ambiental a productos quimicos o a radiacion

(Dighiero et al., 2008).

Por otro lado, si se ha establecido la existencia de una asociacion entre factores
genéticos hereditarios y la etiologia de la LLC (Sellick et al., 2006). A pesar de
que la naturaleza de esta predisposicion genética aun se desconoce (Dighiero et
al., 2008), se ha determinado que los familiares de primer grado del paciente
con LLC son tres veces mas propensos a padecer la enfermedad o alguna otra
neoplasia linfoide que la poblacion en general (Cuttner, 1992). De acuerdo con
esto, en 2002 Rawstron y colaboradores describieron que el 3,5% de los
individuos normales por encima de los 40 afos poseen una poblacidon de
linfocitos monoclonales con las caracteristicas de las células de la LLC, mientras
que en los familiares cercanos a individuos con LLC dicho porcentaje se
encuentra entre el 13,5 y 18%. Por lo que los factores genéticos hereditarios

influyen en el desarrollo de la enfermedad (Rawstron et al,, 2002).

DIAGNOSTICO

El diagnostico clinico de la LLC requiere que el hemograma realizado al
paciente, por lo general asintomatico, alcance una linfocitosis absoluta con un
umbral de al menos 5000 linfocitos maduros por microlitro de sangre periférica.
Estos linfocitos a su vez, presentan un inmunofenotipo caracteristico (Figura 1),
lo cual ha facilitado el diagnostico. En general estas caracteristicas distinguen la
LLC de otras enfermedades linfoproliferativas, por ejemplo, del linfoma de las
células del manto y del linfoma esplénico de la zona marginal; enfermedades
que son similares a la LLC (Dighiero et al., 2008; Ginaldi et al, 1998). Las células
de la LLC se caracterizan por co-expresar los antigenos de células T CD5 y el
antigeno de superficie de las células B CD19, CD20 y CD23. Ademas, los niveles
de inmunoglobulinas de membranas CD20 y CD79b son particularmente bajos
comparados con aquellos encontrados en células B de donantes sanos (Ginaldi
et al., 1998).
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Figura 1. Diagnéstico diferencial mediante inmunofenotipo de linfocitos B
en distintos desordenes linfoproliferativos. Los rectangulos en rojo indican
los inmunofenotipos empleados para el diagnostico de la LLC (Figura tomada
de Dighiero et al,, 2008).

CLASIFICACION ANATOMO-CLINICA

Se destacan dos criterios de clasificacion anatomo-clinica de la LLC: el
propuesto por Binet y colaboradores en 1977; y el elaborado por Rai y

colaboradores en 1990.

El criterio de Binet clasifica a los pacientes en tres categorias en funcion de su
pronostico: bueno, intermedio y severo (estadios A, By C, respectivamente). La
clasificacion se basa en las areas involucradas del cuerpo y en el recuento de

hemoglobina y plaquetas (Binet et al.,, 1977).

La otra clasificacion es la elaborada por Rat y colaboradores, y comprende cinco
categorias: 0, I, I, lll y IV. Esta clasificacion permite estratificar a los pacientes de
bajo riesgo (estadio 0), con riesgo intermedio (estadio | o Il) y con alto riesgo
donde pueden presentar ademas anemia (estadio Ill) o poseer un porcentaje

bajo de plaquetas: trombocitopenia (estadio IV) (Rai et al., 1990).
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Ambos criterios de clasificacién estan directamente relacionados con la
sobrevida del paciente. Para los pacientes en el estadio A de Binet 0 0 de Rai, la
sobrevida media es mayor a 10 afios, mientras que para los estadios B de Binet
o I-1l de Rat se encuentra entre los 5-7 afios. Pero para los estadios C de Binet o
[1I-IV de Rai, la sobrevida disminuye aun mas situandose entre 1 y 3 afios

aproximadamente (Hamblin, 2007).

St bien ambas clasificaciones son usadas en la estratificacion de la LLC, el
criterio de Binet es el utilizado mas frecuentemente en Europa y en parte de
América del Sur, mientras que el criterio establecido por Rai se utiliza
mayoritariamente en América del Norte. Los dos proponen un sistema simple,
que permite tanto el disefio de estudios clinicos como de estrategias
terapéuticas racionales. Sin embargo, ninguna de las dos clasificaciones permite
pronosticar con certeza la evolucion de los pacientes, sobre todo la de aquellos
que se incluyen en los estadios iniciales de la enfermedad, en los que el

tratamiento podria resultar mas efectivo (Dighiero, 2003).

En la década de 1990, hubo importantes avances que permitieron conocer
mejor los procesos evolutivos de la LLC. Uno de los trabajos pioneros fue el de
Schroeder y Dighiero quienes, en 1994, sugirieron que la LLC es una
enfermedad heterogénea donde el proceso tumoral puede originarse tanto en
linfocitos B memoria como en linfocitos B virgenes (Schroeder et al, 1994).
Afos mas tarde, este concepto se reafirmd con los trabajos de Hamblin y
colaboradores (1999) y Damle y colaboradores (1999). Ambos trabajos
demostraron que el perfil mutacional de los genes VH del clon tumoral en la
LLC podria ser el principal método prondstico en este tipo de leucemia. Lo
dicho es aceptado a nivel clinico, donde los pacientes con genes VH mutados
(MUT), tienen un mejor prondstico que los pacientes con genes VH en su
conformacion germinal o no mutados (NM). Los pacientes de LLC MUT fueron
originalmente definidos como aquellos que tienen menos del 98% de identidad
de secuencia con respecto a la linea germinal de los genes VH (Hamblin, 2007;
Rosenquist et al, 2013).



La LLC es entonces una enfermedad heterogénea tanto a nivel clinico como
molecular, lo que ha llevado a la generacién de lo que se conoce como la
hipotesis de los tres tercios, donde se clasifica a los pacientes con LLC de la
siguiente manera: pacientes con una enfermedad indolente y estable; pacientes
en los que la enfermedad progresara lentamente hacia una enfermedad mas
agresiva; y pacientes que presentan una enfermedad agresiva y requieren de
tratamiento desde el inicio (Vasconcelos et al,, 2003). Las diferencias entre estos
tres tercios estan asociadas a un delicado equilibrio entre poblaciones de
células quiescentes y proliferantes del mismo clon leucémico en el mismo

paciente (Chiorazzi, 2007).

FISIOPATOLOGIA
LINFOCITO B: LLC COMO MODELO INMUNOLOGICO.

La célula que se encuentra afectada en la LLC, es el linfocito B. Esta célula es
responsable de la inmunidad humoral, siendo la principal herramienta de la
inmunidad adaptativa. Su funcion primordial es la defensa del huésped contra
el ataque de patdgenos, mediante la secrecion de anticuerpos que reconocen
las moléculas antigénicas de los patégenos (Prieto et al, 2013 a). Su receptor,
llamado BCR (B Cell Receptor), esta formado por un complejo multimérico: la
inmunoglobulina (Ig) y el heterodimero Iga/igB (CD79a/CD79b), ambos
anclados a la membrana celular. Este receptor les permite reconocer y
responder a dichos antigenos, iniciando un programa de proliferacion y
diferenciacion hacia células B plasmaticas secretoras de inmunoglobulinas o
anticuerpos (formas secretadas del BCR que neutralizan al patégeno) (Wang et
al, 2013; Prieto et al,, 2013 b).

Las células B se desarrollan en la médula 6sea, donde sus precursores
reordenan los genes que codifican para las cadenas pesada y ligera del BCR.
Una vez que la célula B produce su receptor para el antigeno, si este es
autorreactivo (es decir, que reacciona frente a péptidos presentes en otras

células del propio individuo), se produce la edicion del receptor o la anergia de
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la célula que lo produce. El estado de anergia tiene como resultado final la

apoptosis de dicha célula (Prieto et al., 2013 b).

En la LLC se produce un aumento paulatino de los linficitos B clonales de
fenotipo maduro que logran evadir dicha muerte celular programada y se
detienen en la fase GO/G1 del ciclo celular (Bianchi et al.,, 2012). Estas células se
diseminan por el torrente sanguineo, pudiéndose acumular en la médula 6sea 'y
en érganos linfoides secundarios: bazo y ganglios linfaticos. Luego, pueden

generar una lesion y convertirse en un tumor (Ferlay et al,, 2012).

Esta acumulacién de células B leucémicas es, entonces, el resultado de un
complejo equilibrio entre la activacion de la proliferacion celular y la inhibicion
de la muerte apoptdtica (Bianchi et al,, 2012). Si bien estas células tienen una
actividad proliferativa baja, investigaciones recientes indican que la evolucion
de la enfermedad podria depender del equilibrio relativo entre el pool
acumulativo de células B y una fraccion de proliferacion mas pequeia (Palacios,
et al,, 2015).

Las células B de LLC se caracterizan ademas por presentar una expresidon
elevada de dos proteinas: la proteina anti-apoptética Bcl-2 en ausencia de
translocaciones especificas y la proteina p27kipl (regulador negativo del ciclo
celular). Esta ultima tiene un papel clave en la progresién del ciclo celular, por lo
que su sobreexpresidén en las células de la LLC podria ser responsable del
incremento en el nimero de células B durante las primeras fases del ciclo
celular (Vrhovac et al, 1998; Bianchi et al,, 2012). Las proteinas anti-apoptoticas
Bcl2 han sido consideradas moléculas claves en la sobrevida celular en

pacientes con LLC (Cimmino et al, 2005).

Trabajos recientes mostraron que en pacientes con LLC, el BCR que llega a la
membrana celular puede presentar diferentes formas de N-glicosilacion en su
regidn constante: madura o inmadura. Se cree que la glicosilacion inmadura
podria estar indicando una exposicion frente al antigeno, y originando sefales
de sobrevida y proliferacién, puesto que las variaciones en el perfil de
glicosilacién se observan también en células B normales luego de una
estimulaciéon del BCR (Krysov et al, 2010).
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Por lo que el complejo equilibrio entre la activacion de la proliferaciéon celular y
la inhibicion de la muerte apoptdtica es un proceso multifasico y ocurre

principalmente a nivel subcelular (Ferlay et al,, 2012).

Con el propésito de investigar los cambios a nivel subcelular en la LLC, se han
realizado algunos estudios empleando microscopia electronica de transmision
(MET). Los realizados hasta el momento, han revelado que las células tumorales
son mas pequeias que las células normales y denotan alteraciones en la
regularidad del perfil nuclear, el cual puede observarse circular, ovalado o
indentado, pero siempre ubicado centralmente en el cuerpo celular (Wet et al,,
1996). También se han descripto invaginaciones de la membrana plasmatica,
dilatacion de las cisternas del reticulo endoplasmatico rugoso (RER) y un
aumento en el tamafio mitocondrial (Brajuskovic et al, 2004; Hirose et al. 1993).
Wel y colaboradores, observaron ademas que las mitocondrias en ocasiones se

disponen reunidas en un sector del citoplasma (Wet et al,, 1996).

En contraste con lo que ocurre in vivo, los linfocitos B de LLC rapidamente
mueren por apoptosis in vitro y en ausencia de células accesorias, lo que indica
que el microambiente celular juega un papel esencial en la sobrevida de los

linfocitos en pacientes con LLC (Caligaris-Cappio, 2003).

MARCADORES PRONOSTICOS DE LA LLC

La necesidad de encontrar marcadores moleculares y celulares que puedan
predecir la progresién de la LLC, ha llevado a que los cientificos centren su
atencidon en el estudio de la expresidn génica diferencial entre linfocitos B
normales y leucémicos, y entre los linfocitos con genes MUT y NM (Dighiero et
al, 2008).

Como resultado de ello, se han propuesto numerosos marcadores con el
objetivo de reemplazar el perfil mutacional de los genes de inmunoglobulina
(IgVy). Este método de analisis, st bien es muy eficiente, implica un conjunto de

etapas y técnicas complejas, para las que se requieren equipamientos e
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instalaciones especiales que por lo general, no son de facil acceso en todos
hospitales (Dighiero et al., 2008; Bosch et al., 2003).

Segun Moreno y Montserrat (Moreno et al,, 2008) los marcadores prondsticos se

pueden dividir en dos grandes grupos: los clasicos y los biologicos.

Los marcadores prondstico clasicos son: 1- la estratificacion clinica (Clasificacion
de Binet o de Rai); 2- el recuento linfocitario (diagnostico durante el estudio de
Bient o Rai); 3- la morfologia de los linfocitos obtenida de sangre periférica
(diagnostico durante el estudio de Bient o Rai); 4- el tiempo de duplicacién
linfocitaria (definido como el nimero de meses que le lleva a los linfocitos a
doblar su numero absoluto); y 5- el grado de infiltracion en la médula Osea

(determinado mediante la histologia medular).

Los marcadores prondsticos biologicos se pueden subdividir en tres grandes
grupos: 1- los marcadores genéticos (perfil mutacional de los genes VH vy
aberraciones cromosdmicas); 2- la expresion anémala de genes en linfocitos
leucémicos (a nivel de ARNm, microRNAs y proteinas); 3- las proteinas

presentes en el suero.

Se ha descubierto un conjunto de moléculas que pueden estar asociadas con el
perfil mutacional de los genes IgVy. Las mismas se esquematizan en la figura 2.
Se observa que mutaciones activadoras en NOTCH1, asi como las supresoras de
la funcidn en BIRC, conducen a potenciar la via de sefializacién NFkB y de esa
manera inducir la proliferacién de las células B de pacientes con LLC NM. Por
otro lado, ZAP70 esta involucrado en la via de sefalizacion del BCR y su
sobreexpresidon potencia la proliferacion por NFkB. Ademas, la supresion de
TP53 por deleciones o mutaciones en los NM produce un aumento de la
sobrevida celular. Otra proteina que esta asociada al perfil mutacional de los
genes IgVy es la lipoprotein lipasa (LPL), y a pesar de que aun no conocerse las
razones por las que hay una expresion elevada de la misma en pacientes con
mal pronodstico, en los Ultimos afos se ha demostrado que dicha
sobreexpresidon constituye un buen marcador prondstico debido a su
correlacion con una mala evolucion clinica y con el perfil de genes de IgVy
(Rosenquist et al., 2013).
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Figura 2: llustracion de los marcadores pronodsticos genéticos mas
relevantes relacionados con el perfil mutacional de los genes VH.
Esquematizandose diferentes mecanismos moleculares que conducen a la
identificacion de un paciente con LLC indolente con los genes IgVy mutados; o
de un paciente mal pronosticado con genes IgVy no mutados (Figura tomada

de Rosenquist et al.,, 2013).

LPL COMO MARCADOR PRONOSTICO DE LA LLC

El descubrimiento del gen de la LPL surge a partir de ensayos de microarray de
la expresidon génica entre dos grupos de pacientes con LLC: pacientes con IgVy
MUT y buena progresion; y pacientes con IgVy NM y mala progresion. De este
estudio se obtuvo un conjunto de genes expresados de forma diferencial entre
los dos grupos, en particular los genes de la LPL y la desintegrina y
metaloproteasa 29 (ADAM29), demostraron ser las moléculas de mayor
expresion en el grupo de los IgVy NM (Vasconcelos et al, 2005). El valor
pronéstico de los mismos ha sido evaluado cuantificando su expresion
mediante qRT-PCR (reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real) (Kaderi
et al, 2011). Opezzo y colaboradores han reportado que la relacion entre la

expresion de la LPL y de ADAM29, permite una mejor valoracidn prondstica
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temprana, y es de mayor valor prondéstico frente a otros marcadores en etapas

avanzadas de la enfermedad (Oppezzo et al,, 2005).

La LPL es una enzima que cataliza la hidrélisis de triacilglicéridos (TAG)
transportados por quilomicrones y lipoproteinas de muy baja densidad,
teniendo asi un papel clave en el metabolismo, por ser la responsable del
destino de los acidos grasos que serviran tanto para almacenamiento como

para suministro energético en los tejidos (Eckel, 1989; Mead et al,, 2002 a).

Se ha reportado que en células tumorales, la LPL cumple a su vez funciones no
cataliticas, uniéndose simultdaneamente tanto a lipoproteina como a proteinas
especificas de la superficie celular, incluyendo las cadenas de proteoglicanos de
heparan sulfato (HSPG). A través de este mecanismo, la LPL actuaria como
puente en la acumulacion y la captacion celular de lipoproteinas (Mead et al,
2002 b).

St bien la utilidad que presenta la LPL en el diagnostico de la LLC es alta,
permanecen sin resolver mecanismos fundamentales como el papel funcional
de la LPL en el linfocito B y los mecanismos moleculares que regulan su
expresion. Sin embargo existen avances en el estudio de dichos mecanismos.
Los mismos se basan en evidencias previas que revelan que durante el
desarrollo normal de los linfocitos, la regulacién de la expresidon génica es
realizada mediante cambios en la estructura de la cromatina y/o a través de los
patrones de metilacidn de las islas CpG (Moreno et al,, 2013). En este sentido, se
ha reportado que cambios en los patrones de metilacién de los residuos de
citosina especificos del tejido, pueden resultar alterados por factores del
ambiente, los cuales se vinculan frecuentemente a desérdenes propios del

proceso tumoral (Brenet, et al,, 2011; Watanabe et al.,, 2008).

La LPL cumple una funcion de puente para la formacién de complejos
moleculares (lipoproteina-HSPG), lo cual podria relacionarse con la capacidad
migratoria del subconjunto de células leucémicas proliferantes. De ser asi, la LPL
podria actuar de forma similar a un factor de intercambio, facilitando las
interacciones con las células circundantes en el microambiente de los distintos
tejidos, como por ejemplo células dendriticas foliculares (Moreno et al,, 2013).
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Asimismo, existen estudios en los que se ha reportado la validez del concepto
de que el metabolismo lipidico y la actividad de las lipasas resultarian
funcionalmente relevantes para la patogénesis y progresién de la LLC. En estos
estudios, se ha reportado que ante el tratamiento de los linfocitos B con un
inhibidor de lipasas, la resistencia de éstos a la apoptosis desaparece e incluso
se induce la misma, ast como también resulta en una respuesta mas efectiva a la

accion de farmacos (Pallasch et al.,, 2008).

Basados en el caracter multifasico de los procesos que determinan el balance
entre la proliferacién y la muerte celular programada y en el hecho de que los
mismos ocurren principalmente a nivel subcelular (Ferlay et al, 2012), nos
planteamos el objetivo de analizar mediante microscopia electronica de
transmision (MET), las alteraciones subcelulares presentes en las células B de
pacientes indolentes y pacientes progresores con LLC. Esto nos permitiria
comprender mejor el comportamiento complejo de la clona leucémica, asi
como identificar la presencia de caracteristicas subcelulares que permitan su
empleo como elemento prondsticos tempranos de la progresion tumoral de

esta neoplasia linfoide.

Para complementar el objetivo del andlisis ultraestructural, se planteo realizar
ensayos mediante inmuno-MET, con el fin de determinar localizacién
intracelular de la lipoprotein lipasa (LPL) en las células B. La expresidn especifica
y anormal de LPL podria brindar una estrategia para comprender el
comportamiento heterogéneo de esta enfermedad. Ademas, como no se ha
identificado la expresion de LPL en células B normales purificadas, se considera
que la LPL es uno de los mejores marcadores de ARN con valor pronéstico, pues
permiten predecir la evolucidon de la LLC con niveles de confiabilidad
comparables a los del estudio del perfil mutacional de las cadenas pesadas de

inmunoglobulina (IgVy).
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MATERIALES Y METODOS

ELECCION DE LA COHORTE

Las células B empleadas en esta investigacidon corresponden a muestras de
sangre periférica obtenidas de pacientes del Hospital de Clinicas (Facultad de
Medicina - UdelaR) y del Hospital Maciel (ASSE, Ministerio de Salud Publica)
(Tabla 1).

Tabla 1. Datos de los pacientes utilizados en esta investigacion

Pacientes Linfocitosis Estadio Binet Edad Perfil IgVy
Indolente 1 162000 B 52 Mutado
Indolente 2 Nd* Nd* 65 Mutado
Indolente 3 Nd* A 75 Mutado
Progresor 1 63700 B 79 No mutado
Progresor 2 52300 B 73 No mutado
Progresor 3 900000 Nd* 61 No mutado
*Nd: Sin dato.

Se utilizaron células B obtenidas de dos grupos de pacientes y se analizaron un
total de seis muestras provenientes de tres pacientes por cada condicion. El
primer grupo estuvo compuesto por las células B derivadas de pacientes
leucémicos progresores, positivos para el marcador de ARNm LPL. El segundo
grupo estuvo compuesto por las células B derivadas de pacientes leucémicos
indolentes negativos para el marcador ARNm LPL. En este trabajo las muestras
provenientes del segundo grupo, oficlaron como muestras control. Esto
permitid determinar con mayor precisién, si existian o no caracteristicas
subcelulares diferenciales entre los pacientes con LLC de ambos grupos, asi
como comprender mejor el comportamiento complejo del clon leucémico y la

heterogeneidad molecular presente en esta enfermedad.

Se analizaron también muestras de donantes sanos como control interno.
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OBTENCION DE LA MUESTRA

Para aislar las células mononucleares, se centrifugdé un volumen de 20 mL de
sangre periférica en gradiente de densidad discontinuo. Para ello, se diluyé la
sangre al 50% con buffer fosfato salino 0,1 M (PBS). Esta suspensién se sembro
en una capa de Ficoll-Hypaque y se centrifugd durante 17 minutos a 400g a
4°C. Finalizada la centrifugacion, las células mononucleares quedaron situadas
sobre la capa de Ficoll-Hypaque formando un halo (Figura 3). El mismo fue
retirado y resuspendido en solucién fisioldgica para eliminar los restos de
Ficoll-Hypaque. Esto se realiz6 dos veces, centrifugando la suspension luego de
cada lavado, durante 5 minutos a 400g. Finalmente se obtuvo un pellet

integrado por la fraccidén correspondiente a células mononucleadas.

Figura 3. Método utilizado para la obtencion de células mononucleadas en
sangre periférica. A la izquierda se observa el principio del procedimiento,
antes de la centrifugacion. A la derecha se muestra el resultado de la
centrifugacién. B: Sangre al 50 % en PBS. F: Ficoll-Hypaque. P: Plasma. R:
Eritrocitos y células multinucleadas. W: Células mononucleadas. (Imagen

tomada de http://multiple-sclerosis-research.blogspot.com).
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MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION

Técnica de rutina

Para el estudio de la morfologia subcelular, el pellet obtenido de cada muestra
de sangre, fue resuspendido en una mezcla fijadora compuesta por
paraformaldehido (PFA) y glutaraldehido, dos de los liquidos fijadores mas
utilizados en los estudios con microscopia electronica de transmisidon (MET). EL
uso combinado de PFA y glutaraldehido, permite la suma de las cualidades de
ambos fijadores (mayor velocidad de penetracién en los tejidos y mayor
estabilidad de la arquitectura subcelular luego de la fijacion, respectivamente),
obteniéndose mejores resultados. Las células fueron fijadas durante toda la
noche a una temperatura de 4°C, en una solucion de PFA al 10% vy
glutaraldehido al 3,5% en PBS, con un pH de 7,2 — 7,4. Cumplido dicho periodo,
se retiro el liquido fijador y se procedié a lavar las células para eliminar los
restos de fijador. Se realizaron cinco lavados con PBS, de cinco minutos cada
uno. Esto fue seguido por una post-fijacion en tetréxido de osmio (OsOy)
preparado al 1% en agua milli-Q filtrada, durante dos horas a temperatura
ambiente. Este compuesto se une a las cabezas polares de los lipidos de
membrana y, paralelamente, aumenta el contraste de las mismas por deposito
de oxidos e hidroxidos de osmio en el sitio de actividad, confiriendo a las
estructuras membranosas un intenso color negro (Porter et al, 1953).
Posteriormente, se realizaron cinco lavados en agua milli-Q filtrada para
eliminar los restos de OsOs luego de lo cual se procedid6 a deshidratar
paulatinamente las muestras. Para ello se sometieron a pasajes sucesivos por
alcoholes de concentracidn creciente hasta llegar a alcohol absoluto. La
deshidratacién paulatina se realiza con el propdsito de evitar la retraccidon de las
células por extraccion brusca de agua. A continuacion se hicieron dos pasajes
por acetona anhidra pura. La acetona funciona como liquido intermediario por
ser miscible tanto con el alcohol etilico como con la resina de inclusion,
contribuyendo a eliminar los restos de alcohol de los tejidos a la vez que facilita
luego el embebido de la muestra biolégica con la resina. Para que las células
puedan ser seccionadas en rodajas posibles de ser observadas mediante MET,

es necesario incluirlas previamente en un bloque de resina que les confiera
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rigidez. Es por ello que previamente se realiza la imbibicion de la muestra,
sometiendo al pellet de células a bafos sucesivos en mezclas de resina-acetona
de concentracion creciente, hasta llegar a resina pura. En este trabajo las
muestras fueron incluidas en bloques de Araldita®, utilizando capsula Beem de
fondo cénico. La Araldita® es una resina epdxica hidrofébica, que polimeriza a
60°C.

Una vez obtenido el bloque, se talld la regidn de interés y se realizaron
secciones semi y ultrafinas de las muestras, empleando un ultramicrétomo
marca RMC, modelo MT-X, equipado con cuchilla de vidrio. La realizacion de los
cortes semifinos (de 0,3 a 0,5 um de espesor), permitié localizar la zona de
interés, es decir, aquella zona con mayor densidad de células. Estos cortes se
montaron sobre portaobjetos de vidrio, se tiieron con azul de metileno
boraxico al 1% y se examinaron bajo un microscopio de luz marca Nikon,
modelo Eclipse E200. Los cortes ultrafinos (de 40 a 70 nm de espesor) fueron
montados en rejillas de cobre con reticulo (de 100 a 400 mesh), cubiertas con
film de Formvar. El contraste de las células se realizd6 empleando sales metalicas
pesadas que se depositan diferencialmente sobre las distintas estructuras
subcelulares posibilitando una mejor visualizacién al MET. En nuestro caso, la
rejilla con los cortes se contrastd por flotacion sobre una gota de 25 uL de
solucion acuosa saturada de acetato de uranilo al 2% (en agua milli-Q filtrada),
en camara humeda, durante 2 horas, y a 60°C. A continuacion, se procedio a
lavar el excedente de acetato de uranilo en agua milli-Q filtrada y se realizé un
segundo contraste con citrato de plomo durante 10 minutos a temperatura
ambiente. Seguidamente, se lavo el excedente de citrato de plomo de las rejillas
con agua milli-Q, se drend el agua con papel de filtro y se archivaron

debidamente identificadas hasta el momento de su observacién al MET.

La observacion y analisis de las muestra se realizd en un microscopio
electréonico de transmisién marca Jeol, modelo JEM 1010, operado a 100 kV. Las
imagenes de interés fueron capturadas con una camara digital HAMAMATSU
C4742-95 acoplada al MET. El procesamiento de las mismas se llevo a cabo con

el programa Photoimpact 4.2.
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Técnica de procesamiento de muestras para inmuno-MET

Dos muestras de cada grupo de pacientes, (homdlogas a las procesadas
previamente mediante la técnica de rutina para MET), fueron destinadas a los
estudios de inmunodeteccidon mediante microscopia electronica. Para conservar
la antigenicidad de la muestra, las células se fijaron Unicamente con PFA al 10%
en PBS, y permanecieron en dicha solucion por 24 hs a 4°C. Al dia siguiente, se
realizaron cinco lavados de 5 minutos cada uno en agua milli-Q filtrada para
retirar los restos del fijador. La deshidratacion de las muestras se realizd
mediante pasajes sucesivos en alcohol etilico de concentracion creciente (25 -
50 — 70 %) a temperatura ambiente. En este caso, la inclusién de los pellets
celulares debid realizarse en una resina hidrofilica, a fin de permitir el proceso
de inmunodeteccion posterior. Para ello, primero se incubaron las muestras con
una mezcla 1:1 de la resina LR-White con etanol absoluto durante toda la noche
a 4°C. Al dia siguiente, se realizaron nuevas incubaciones con mezclas de
etanol-resina de concentracion creciente, hasta llegar a LR-White puro, donde
las muestras quedaron inmersas toda la noche a 4°C. Al dia siguiente, se hizo un
nuevo cambio de resina a temperatura ambiente y a las 3 horas se realizaron los
bloques. Para ello, se traspasaron las células impregnadas en la resina, a
capsulas de gelatina que se rellenaron con LR-White, cuidando no dejar
burbujas de aire en su interior. La polimerizacién de los bloques se realizd en

estufa a 45°C durante 72 horas.

Para la obtencion de secciones semi y ultrafinas de las muestras se siguidé un
procedimiento similar al descripto previamente. A diferencia del caso anterior,
la colecta de los cortes ultrafinos se realizé en rejillas de reticulo de niquel para
evitar la contaminacién del material, por oxidacién del cobre, en el proceso de

incubacién en los anticuerpos durante la inmunodeteccion posterior.

| 19



Inmunodeteccion con particulas de oro coloidal

Esta técnica se emple6 como herramienta para detectar la presencia vy
localizacion de la proteina LPL en células B con LLC. Todos los procedimientos
descritos a continuacién se realizaron en una camara humeda y a temperatura

ambiente.

Primero se hidrataron las secciones ultrafinas por flotacién de las rejillas en 20
uL de PBS durante 5 minutos. Luego, se incubaron en solucion de bloqueo
durante 90 minutos para evitar la unién del anticuerpo primario a zonas
inespecificas de la muestra. Esta solucién estaba compuesta por PBS con
seroalbumina bovina (BSA) al 3%, glicina 0,1M y Triton X-100 0,1% (para la
permeabilizar el material biolégico). A continuacidn, parte de las rejilla se
incubaron con el anticuerpo primario monoclonal anti-LPL hecho en ratdn
(Santa Cruz Biotechnology: 5D2) en una dilucién 1:200 en solucion de bloqueo
durante toda la noche a 4°C. Rejillas homélogas fueron incubadas durante igual
tiempo y en las mismas condiciones pero en solucion de bloqueo, utilizandose
como control negativo. Al dia siguiente, se efectuaron cuatro lavados de 10
minutos cada uno en solucidn de bloqueo, de manera de eliminar el anticuerpo
primario que no se unié a su antigeno. Luego, se incubaron todas las rejillas en
el anticuerpo secundario policlonal anti-IgG de raton conjugado a particulas de
oro coloidal de 10 nm de diametro (Lifetechnologies: A31561) en una dilucion
de 1:50 en solucion de bloqueo, durante toda la noche y a 4°C. A continuacién
se llevaron a cabo dos lavados de 10 minutos cada uno, en solucion de bloqueo
para eliminar el anticuerpo secundario que no se ligd al anticuerpo primario, y
dos lavados mas en agua milli-Q filtrada, previo a realizar el contraste de las
muestras con sales metalicas pesadas. Para ello, se colocaron las rejillas en 25
UL con solucion saturada de acetato de uranilo al 2% en agua milli-Q filtrada
durante 15 minutos en la oscuridad y a temperatura ambiente. Se continud con
los lavados en agua milli-Q y se realizo el segundo contraste con citrato de
plomo durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se lavaron nuevamente en
agua milli-Q; se secaron con papel de filtro y se almacenaron debidamente

identificadas hasta su posterior observacion al MET.
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CUANTIFICACION Y ANALISIS ESTADISTICO

Para determinar si las diferencias observadas entre las células B leucémicas de
ambos grupos de pacientes eran significativas, se realizo la cuantificacion y el
analisis estadistico de las alteraciones subcelulares halladas en ambos grupos.
Para ello, se utilizd el programa Fiji (de libre acceso), para la cuantificacién, el
programa GraphPad Prism 6 para la realizacion de graficas y el test estadistico

no paramétrico de Mann-Whitney.

Para realizar las cuantificaciones y los analisis de las alteraciones subcelulares se
utilizaron 100 células por paciente, excepto cuando se cuantifico el espesor de

las cisternas del aparato de Golgi que se utilizaron 50 células por paciente.

El criterio utilizado en la cuantificacion se adaptd a las necesidades de cada
estructura analizada. Para la medicion de los diametros celular y nuclear, se
hicieron seis medidas por célula y luego se calculé el promedio. El niumero
obtenido fue el utilizado para graficar, por lo que cada punto en la grafica
representa una célula. Para analizar la relacidon nucleo-citoplasma se utilizd la

media y el desvio estandar.

Para calcular el espesor de las cisternas perinucleares, del reticulo
endoplasmatico rugoso y del aparato de Golgi, se tomaron diez medidas por
organelo y por célula, antes de calcular el promedio. Esto responde al hecho de
que dichos organelos presentan variaciones locales de su espesor, y de este
modo se minimizé la ocurrencia de errores por el criterio de seleccidén de la

region a medir utilizado para cada organelo.

Para estudiar la distribucion de las mitocondrias en el citoplasma, se dividié a la
célula en cuatro cuadrantes, como lo muestra la
figura. Luego, se contaron las mitocondrias en cada
cuadrante y se ordenaron de menor a mayor, de

manera tal que el cuadrante | es el que tiene menos

nimero de mitocondrias y el cuadrante IV el que

tiene igual o mas. De esta forma, si la distribucion

de las mitocondrias en el citoplasma no era

homogénea se haria evidente en un histograma.
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RESULTADOS

ANALISIS ULTRAESTRUCTURAL DE LAS CELULAS B EN PACIENTES CON
LEUCEMIA LINFOIDE CRONICA

Con el fin de conocer en detalle la morfologia celular y subcelular de las células
B obtenidas de pacientes con LLC, tanto indolentes como progresores, se

analizaron las muestras mediante microscopia electrénica de transmision.

Los resultados obtenidos permitieron identificar la existencia de caracteristicas
estructurales propias de las células B leucémicas. Las mismas incluyen la
presencia de alteraciones subcelulares tanto en la organizacién celular interna

como a nivel de la membrana plasmatica.

Morfologia celular y nuclear

Las muestras correspondientes a los pacientes leucémicos indolentes, conservan
caracteristicas de las células B no leucémicas. Entre éstas se destacan el perfil
circular de las células y de su nucleo (Figura 4 A-B), guardando una proporcién

nucleo-citoplasma de 0,70 + 0,14.

A diferencia de éstas, las células B de pacientes progresores con LLC, mostraron
una superficie celular irregular (Figura 4 C-F), determinada por la presencia de
multiples expansiones de la membrana citoplasmatica (Figura 4 D-F). El nucleo
de estas células puede presentar al corte un perfil lobulado, en herradura 6
circular, con uno o mas nucléolos, pero siempre ubicado centralmente en el
cuerpo celular (Figura 4 C-F). En los nucleos de perfil circular, la
heterocromatina puede adoptar una disposicion anular asociada a la envoltura
nuclear interna (Figura 4 F). La relacion nucleo-citoplasma en las células B de los

pacientes progresores es de 0,62 + 0,13.

En base a estas observaciones se decidid analizar si existtan cambios
morfométricos significativos, entre las muestras correspondientes a los

pacientes con LLC indolentes y entre aquellas provenientes de los pacientes con
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Figura 4. Morfologia celular y nuclear de células B de pacientes indolentes
y progresores con LLC. Imagenes de microscopia electronica de transmision,
técnica de rutina. (A - B) Células B de pacientes indolentes que presentan un
perfil celular y nuclear de seccion circular. (C - F) Células B de pacientes
progresores que muestran una superficie celular irregular, (F) determinada por
la presencia de multiples expansiones citoplasmaticas. (C - F) El perfil nuclear
de estas células puede presentarse lobulado, en herradura 6 circular, con uno o
mas nucléolos. (F) En los nucleos de perfil circular, la heterocromatina puede
adoptar una disposicion anular asociada a la envoltura nuclear interna. N:

nucleo, Nu: nucléolo. Barras de escala: 1um.
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LLC progresores. Para ello se realizd la cuantificacion de las medidas de
diametro celular y nuclear de las células B de ambos grupos de pacientes, lo
cual mostroé resultados no significativos dentro de cada grupo (Figura 5 A-B).
Sin embargo, al analizar las muestras provenientes de ambos grupos de
pacientes entre st con el test de Mann-Whitney, las diferencias en las medianas
del diametro celular resultaron ser significativas, con un p-valor menor a 0,0001
(Figura 5 C). No ocurrié lo mismo con las medidas del diametro nuclear, ya que
no se encontraron diferencias significativas entre ambos grupos de pacientes

con el mismo test (Figura 5 D).

Al cuantificar la presencia de diferentes perfiles nucleares, se encontré que en
los pacientes indolentes el 100% de los perfiles nucleares era regular (de tipo
circular en Wet et al, 1996). En los pacientes progresores sin embargo, el
porcentaje de los perfiles nucleares se distribuyd en regular, lobulado y en

herradura, siendo el perfil regular el hallado en mayor proporcion (Tabla 2).

Tabla 2. Perfil nuclear de los pacientes con LLC.

Regular Lobulado Herradura
Indolente 1 100% 0% 0%
Indolente 2 100% 0% 0%
Indolente 3 100% 0% 0%
Progresor 1 69% 22% 9%
Progresor 2 71% 16% 13%
Progresor 3 57% 27% 16%
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Figura 5. Analisis estadistico de las variaciones observadas en los
diametros celular y nuclear de células B de pacientes indolentes y
progresores con LLC. (A) Diametro celular y (B) nuclear de las células B de los
pacientes estudiados. (C) Diametro celular y (D) nuclear de las células B
agrupados en pacientes indolentes o progresores. Con el test estadistico de
Mann-Whitney, las diferencias de las medianas del diametro celular de las
células B agrupadas resultaron ser significativas (p< 0,0001 (C)). Sin embargo,
las diferencias de las medianas del diametro nuclear (D), resultaron no
significativas con el mismo test. @: didmetro. A-B: las barras representan la
Media * SD, los puntos células individuales. C-D: las cajas representan el rango
intercuartil, la linea dentro de la caja indica la mediana, y los bigotes el intervalo
5-95%.
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Anatomia microscopica de las cisternas perinuclear, del reticulo

endoplasmatico rugoso y del aparato de Golgi

Las células B de ambos grupos de pacientes con LLC (indolentes y progresores)
presentan la cisterna perinuclear dilatada (Figura 6 A-F y Figura 7 A-F), respecto
a lo observado en linfocitos B normales (Myers et al, 2014). En todos los
pacientes analizados se encontré un rango de variabilidad amplio pero
homogéneo en las dimensiones de la dilatacidén, no encontrandose diferencias
significativas entre lo observado para pacientes indolentes (90,11 + 36,72), ni
entre los datos obtenidos para los pacientes progresores (85,43 + 27,86) (Figura
8 A). El analisis estadistico con el test de Mann-Whitney realizado comparando
los datos de los pacientes indolentes con los datos de los pacientes
progresores, indico que las diferencias observadas en la dilatacion de la cisterna

perinuclear no era significativa (Figura 8 B).

Asit mismo se encontré que tanto las células B de los pacientes con LLC
progresores como indolentes, presentan dilatadas las cisternas del reticulo
endoplasmatico rugoso (RER) (Figura 9 A-F), respecto a lo reportado en la
literatura para las células B normales (Fawcett et al.,, 1987). Cuando se realizo el
analisis estadistico de las medidas de espesor obtenidas de las cisternas del
RER, entre pacientes indolentes (91,74 + 25,57), y pacientes progresores (95,49
+ 35,02), ast como los resultados obtenidos dentro de cada grupo entre si, no

se hallaron diferencias significativas para ninguno de los casos (Figura 10 A-B).

Sin embargo, al analizar las caracteristicas morfométricas de las cisternas del
aparato de Golgi se encontrd que estaban dilatadas las cisternas del mismo en
las células B de los pacientes con LLC progresores (Figura 12 A-F), no
hallandose esta dilatacidon en los pacientes indolentes (Figura 11 A-D). Las
diferencias de espesor de las cisternas del aparato de Golgi en los pacientes
progresores, tienen un rango de variabilidad amplio (142,40 + 61,63) pero
homogéneo entre distintos pacientes, ya que para cada uno se obtuvo un rango
similar. En contraste, la variabilidad entre los pacientes indolentes es mas
restringida (34,93 + 7,53) pero continla siendo homogénea (Figura 13 A). Al

realizar el analisis comparativo entre los datos obtenidos de pacientes
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Figura 6. Dilatacion de la cisterna perinuclear en células B de pacientes
indolentes con LLC. Imagenes de microscopia electrénica de transmision,
técnica de rutina. (A, C, E) Micrografia panoramica de células B de pacientes
indolentes. (B, D, F) Detalle a mayor magnificacion de los recuadros en las
células A, C, E respectivamente. Puntas de flecha indican la dilatacion en la
cisterna perinuclear de dichas células. N: nucleo, Nu: nucléolo, RER: Reticulo

endoplasmatico rugoso. Barras de escala: 1lum (A, C, E), 500 nm (B, D, F).
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Figura 7. Dilatacion de la cisterna perinuclear en células B de pacientes
progresores con LLC. Imagenes de microscopia electronica de transmision,
técnica de rutina. (A, C, E) Micrografia panoramica de células B de pacientes
progresores. (B, D, F) Ampliacién de recuadros indicados en las imagenes en la
columna de la izquierda. Puntas de flecha indican la dilatacion en la cisterna
perinuclear. M: Mitocondria, N: nucleo, Nu: nucléolo, RER: Reticulo
endoplasmatico rugoso, V: Vesicula. Barras de escala: 1um (A, C, E), 500 nm (B,
D, F).
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Figura 8. Analisis estadistico de la variabilidad en el espesor de la cisterna
perinuclear en células B de pacientes indolentes y progresores con LLC. (A)
Datos cuantitativos de pacientes individuales donde se observa un rango de
variabilidad amplio pero homogéneo dentro de cada grupo: pacientes
indolentes (90,11 * 36,72) y progresores (85,43 * 27,86). La linea punteada roja
indica el espesor promedio de la cisterna perinuclear de una célula B normal.
(B) Datos agrupados en pacientes indolentes y progresores donde se observa
que la diferencia de las medianas en el test estadistico de Mann-Whitney
resulté no significativa. A: las barras representan Media + SD, los puntos células
individuales. B: las cajas representan el rango intercuartil, la linea dentro de la

caja indica la mediana, y los bigotes el intervalo 5-95%.
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Figura 9. Dilatacion de las cisternas del reticulo endoplasmatico rugoso en
células B de pacientes indolentes y progresores con LLC. Imagenes de
microscopia electronica de transmision, técnica de rutina. (A) Micrografia
panoramica de célula B de paciente indolente. (B) Ampliacion de recuadro
indicado en A, en donde se observa la dilatacion del reticulo endoplasmatico
rugoso (RER). (C, E) Imagenes panoramicas de células B de pacientes
progresores. (D, F) Ampliaciones correspondientes a los recuadros sefalados en
C y E, donde se observa la dilatacion del RER. M: Mitocondria, N: nucleo, Nu:
nucléolo, RER: Reticulo endoplasmatico rugoso. Barras de escala: 1um (A, C, E),
500 nm (B, D, F).
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Figura 10. Analisis estadistico de la variabilidad en el espesor de las
cisternas del Reticulo endoplasmatico rugoso de células B de pacientes
indolentes y progresores con LLC. (A) Datos cuantitativos de pacientes donde
se observa un rango de variabilidad amplio pero homogéneo entre los
pacientes indolentes (91,74 * 25,57) y los progresores (95,49 * 35,02). La linea
punteada roja indica el espesor promedio de la cisterna del RER de una célula B
normal. (B) Datos agrupados en pacientes indolentes y progresores donde se
observa que la diferencia de las medianas en el test estadistico de Mann-
Whitney resultdé no significativa. A: las barras representan Media + SD, los
puntos células individuales. B: las cajas representan el rango intercuartil, la linea

dentro de la caja indica la mediana, y los bigotes el intervalo 5-95%.
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Figura 11. Las cisternas del aparato de Golgi no presentan alteraciones en
células B de pacientes indolentes con LLC. Imagenes de microscopia
electronica de transmisién, técnica de rutina. (A, C) Micrografia panoramica de
células B de pacientes indolentes. (B, D) Ampliacién de recuadros sefialados en
A y B, donde se sefiala que las cisternas de aparato de Golgi no presentan
alteraciones (G). N: nucleo, Nu: nucléolo, G: Aparato de Golgi. Barras de escala:

1um (A, C), 500 nm (B, D).
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Figura 12. Las cisternas del aparato de Golgi se encuentran dilatadas en
células B de pacientes progresores con LLC. Imagenes de microscopia
electronica de transmision, técnica de rutina. (A, C, E) Micrografia panoramica
de células B de pacientes progresores. (B, D, F) Ampliacion de recuadros
indicados en las imagenes en la columna de la izquierda, donde se observa la
dilatacion de las cisternas del aparato de Golgi (G). C: Centriolo, G: Aparato de
Golgi, M: Mitocondria, N: nucleo, Nu: nucléolo. Barras de escala: 1um (A, C, E),

500 nm (B, D, F).
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Figura 13. Analisis estadistico de la variabilidad en el espesor de las
cisternas del aparato de Golgi en células B de pacientes indolentes y
progresores con LLC. (A) Datos cuantitativos de pacientes individuales, donde
se observa que los pacientes progresores presentan un rango de variabilidad
mas amplio (142,40 * 61,63) que los pacientes indolentes (34,93 * 7,53). (B)
Datos agrupados en pacientes indolentes y progresores donde se observa que
la diferencia de las medianas en el test estadistico de Mann Whitney resulté
significativa (p< 0,0001). A: las barras representan Media + SD, los puntos
células individuales. B: las cajas representan el rango intercuartil, la linea dentro

de la caja indica la mediana, y los bigotes el intervalo 5-95%.
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indolentes y los registrados para los progresores, se observo que la diferencia
en la dilatacion de las cisternas del aparato de Golgi es estadisticamente
significativa, con un p valor de 0,0001 con el test de Mann-Whitney (Figura 13
B).

Tamano y distribucion de las mitocondrias

Cuando se compararon los tamafios de las mitocondrias de pacientes con LLC
indolentes y progresores, se encontr6 que ambos presentaban dimensiones
variables de este organelo (Figura 14 A-F y Figura 15 A-F). Asit mismo se observo
que en los pacientes con LLC progresores, las mitocondrias parecian situarse
agrupadas preferentemente en un sector del citoplasma (Figura 15 A-F). Para
cuantificar dicha observacion cualitativa, se realizd una medicion de la
frecuencia con que aparecia esta caracteristica, y se encontré6 que en los
pacientes progresores las mitocondrias de las células B se ubicaban

generalmente hacia uno o dos cuadrantes del citoplasma (Figura 16).

Presencia de centriolos y vesiculas

Tanto en las células B leucémicas de pacientes progresores como de indolentes,
se constato la presencia de centriolos (Figura 17 A-F). También se observaron
numerosas vesiculas de distintos tamafos, que pueden contener granulos
electron-densos en el citoplasma de estas células en ambos grupos de

pacientes (Figura 18 A-F).
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Figura 14. Las mitocondrias se distribuyen homogéneamente en el
citoplasma de células B en pacientes indolentes con LLC. Imagenes de
microscopia electrénica de transmisidn, técnica de rutina. (A, C, E) Micrografia
panoramica de células B de pacientes indolentes, en donde se observa que las
mitocondrias se distribuyen de forma homogénea en el citoplasma de dichas
células. (B, D, F) Ampliaciones correspondientes a los recuadros sefialados en
A, C y E donde se observa la ultraestructura de las mitocondrias. M:
Mitocondria, N: nucleo, Nu: nucléolo. Barras de escala: 1um (A, C, E), 500 nm (B,
D, F).
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Figura 15. Las mitocondrias se encuentran agrupadas preferentemente en
un sector del citoplasma en células B de pacientes progresores con LLC.
Imagenes de microscopia electronica de transmision, técnica de rutina. (A, C, E)
Micrografia panoramica de células B de pacientes progresores, en donde se
visualiza a las mitocondrias agrupadas en un sector del citoplasma. (B, D, F)
Ampliaciones correspondientes a los recuadros sefalados en A, Cy E, donde se
observa la ultraestructura de las mitocondrias. M: Mitocondria, N: nucleo, Nu:

nucléolo. Barras de escala: 1um (A, C, E), 500 nm (B, D, F).
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Figura 16. Cuantificacion de las mitocondrias en las células B de pacientes
indolentes y progresores con LLC, y su distribucion en el citoplasma. Se
observa que en las células B de los pacientes indolentes las mitocondrias se
distribbuyen homogéneamente entre los cuadrantes del citoplasma. En los
pacientes progresores hay una distribucion heterogénea de las mitocondrias,
las cuales se disponen preferentemente hacia uno o dos cuadrantes del

citoplasma. C: Cuadrante.
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Figura 17. Presencia de centriolos en células B de pacientes indolentes y
progresores con LLC. Imagenes de microscopia electronica de transmision,
técnica de rutina. (A) Micrografia panoramica de célula B de paciente indolente.
(B) Ampliacion de recuadro indicado en A, donde se observa la ultraestructura
del centriolo. (C, E) Imagenes panoramicas de células B de pacientes
progresores. (D, F) Ampliaciones correspondientes a los recuadros sefialados en
C y E, donde se visualiza la ultraestructura de los centriolos. C: Centriolos, M:
Mitocondria, N: nucleo, Nu: nucléolo. Barras de escala: 1um (A, C, E), 500 nm (B,
D, F).
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Figura 18. Presencia de vesiculas en células B de pacientes indolentes y
progresores con LLC. Imagenes de microscopia electronica de transmision,
técnica de rutina. (A) Micrografia panoramica de célula B de paciente indolente.
(B) Ampliacion de recuadro indicado en A, donde se observa la ultraestructura
de las vesiculas. (C, E) Imagenes panoramicas de células B de pacientes
progresores. (D, F) Ampliaciones correspondientes a los recuadros sefialados en
C y E, donde se visualiza la ultraestructura de las vesiculas. M: Mitocondria, N:
nucleo, Nu: nucléolo, V: Vesiculas. Barras de escala: 1um (A, C, E), 500 nm (B, D,
F).
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PRIMER ACERCAMIENTO A LA LOCALIZACION DE LA LIPOPROTEIN LIPASA

Para complementar los resultados obtenidos por microscopia electrénica de
transmision, se decidié iniciar ensayos que pudieran acercarnos a determinar
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