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II- Resumen

La leucemia linfocitica crénica (CLL) es uno de los tipos de leucemia mas
frecuente que afecta principalmente a adultos (mayores de 60 afos). Esta
enfermedad representa un desorden linfoproliferativo indolente caracterizado por
una acumulacion de linfocitos B (B-CLL) monoclonales a nivel de circulacion
periférica, ganglios linfaticos y médula 6sea. En general, en el cancer de células
sanguineas, el desarrollo de la enfermedad y la fisiopatologia estan relacionadas
con el concepto de microambiente tumoral. EI microambiente es el conjunto de
condiciones fisico-quimicas en el cual se desarrolla una célula, e incluye la
interaccidén con otros tipos celulares y con factores solubles. En las neoplasias y en
el caso particular de la CLL, la interaccion de las células malignas con las células
del estroma proporciona sefiales anti-apoptéticas y pro-supervivencia en los
linfocitos B, esto puede contribuir significativamente a la resistencia a una amplia
variedad de tratamientos. En los pacientes con CLL los linfocitos B presentan un
largo periodo de vida in vivo, sin embargo, ex vivo estas células mueren
rapidamente por apoptosis. Estudios recientes sugieren que el contacto de las B-
CLL con las células madre mesenquimales (MSC) favorece su supervivencia en
condiciones de co-cultivo in vitro. Hasta el momento no se conoce bien si es
necesario Unicamente el contacto directo entre ambas células o son los factores
solubles secretados en la interaccion los responsables de mantener Ila
supervivencia de las B-CLL. Por otra parte, como consecuencia de la interacciéon
entre estas células, algunas moléculas expresadas sobre las B-CLL pueden ser
moduladas. Es por ello que el objetivo de este trabajo fue estudiar la supervivencia
de las B-CLL producto de la interaccion con MSC utilizando un sistema de co-cultivo
directo e indirecto. Ademas se evalué la modulacion de algunas moléculas de
superficie, entre ellos la molécula CD20, CD25, IgM, CXCR4, CD55 y CD59 antes
y después del co-cultivo. Con respecto a la modulacién de las B-CLL y las MSC
encontramos que luego de dos semanas de co-cultivo, la expresion de moléculas
como CD20, IgM y CXCR4 disminuy0 de la superficie de las B-CLL mientras que la
expresion de CD59 y CD25 aumento. Esta modulacion de moléculas de superficie
podria tener implicaciones importantes en la patogenia de la enfermedad. Por otro
lado logramos mantener la viabilidad de las B-CLL hasta dos semanas de cultivo
directo con las MSC. Conseguimos ademas mantener una viabilidad similar a la
obtenida en el co-cultivo directo utilizando un sistema de co-cultivo indirecto
(inserto), lo que sugiere que los factores solubles secretados en el co-cultivo juegan
un rol importante en la supervivencia de las B-CLL.



Ill- Lista de abreviaturas

Ac: Anticuerpo.

ADCC: Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos, por sus siglas en
Ingles: Antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity.

AKT: mejor conocida como proteina kinasa B, en Inglés Protein Kinase B.
ANOVA: Analisis de varianza, por sus siglas en Ingles; ANalysis Of VAriance.
ARN: Acido ribonucleico por sus siglas en Inglés: Ribonucleic acid.

BAFF: Factor activador de linfocitos B, por sus siglas en Ingles: B-cell
activating factor

Bcl-2: por sus siglas en Inglés: B-cell lymphoma 2.

B-CLL: Linfocito B de pacientes con leucemia linfocitica cronica.

BCR: Receptor de linfocitos B, por sus siglas en inglés: B Cell Receptor.
bFGF: por sus siglas en Inglés: Basic Fibroblast Growth Factor.

BSA: Suero Fetal Bovino, por sus siglas en inglés: Fetal Bovine Serum.

CD: por sus siglas en inglés: “Cluster of Differenciation”.

CD40-L: CD40 Ligando.
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CXCR13: por sus siglas en Inglés: Chemokine Receptor type 13.
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DAF: factor acelerador de la degradacion, por sus siglas en Ingles: decay
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Cell.
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FITC: Isotiocianato de Fluoresceina, por sus siglas en inglés: Fluorescein
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g: Unidades de gravedad.

HRF: factor de restriccion homologo, por sus siglas en Ingles: homolog
restriction factor.

HSC: célula madre hematopoyética, por sus siglas en inglés: Hematopoyetic
Stem Cell.
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Regulated Kinases.

Pl: loduro de Propidio, por sus siglas en inglés: Propidium lodide.

PI3K: Fosfoinositol 3-quinasa, por sus siglas en Ingles: phosphatidylinositol
3-kinase.

PS: Fosfatidilserina, por sus siglas en inglés: Phosphatidylserine.
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Associated Protein Kinase 70.
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1- Introduccién

1.1-

Leucemia

Las leucemias son neoplasias de células hematopoyéticas que proliferan

inicialmente en la médula 6sea y posteriormente se diseminan a la sangre e incluso

a otros tejidos. Estas células muestran defectos de maduracion y su acumulacion

en la médula 6sea determina un frenado de la hematopoyesis normal, a la que

terminan sustituyendo, llegando inmaduros la mayor parte de los elementos

linfoides o mieloides que pasan a la sangre (Castrillo y Alvarez, 2005). Algunos

aspectos generales de la Leucemia son los siguientes:

a)

b)

Las leucemias pueden ser mieloides o linfoides (Figura 1). Aunque
semanticamente los “gldbulos blancos” son los actores de las leucemias,
también se ha hablado de leucemia de las células plasméaticas o
eritroleucemias, cuando la proliferacion es de células inmaduras de la serie
roja en este Ultimo caso.

Cuando la neoplasia empieza en otro lugar diferente a la medula 6sea, por
ejemplo, en los ganglios linfaticos y luego invade la sangre periférica, se
habla de linfoma y no de leucemia primaria, sin embargo la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) incluye las “leucemias linfociticas” y el “linfoma”
en una sola clasificacion.

Entre las leucemias primarias se distinguen formas agudas y crénicas. En
cada uno de estos grupos hay tipos mieloides vy linfoides. Por eso se habla
de leucemia linfatica aguda (o leucemia aguda mieloblastica), de leucemia
mieloide aguda (o leucemia aguda linfoblastica), de leucemia mieloide

cronica y de leucemia linfoide crénica (Castrillo y Alvarez, 2005).
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Figura 1. Arbol hematopoyético simplificado. Las leucemias pueden afectar los linajes linfoides o mieloides. La leucemia
linfocitica crénica afecta a los linfocitos B. Tomado de © 2007 Terese Winslow. U.S Govt. Instituto Nacional del Cancer
(www.cancer.gov).

1.2- Leucemia Linfocitica Cronica

La Leucemia Linfocitica cronica (CLL por su siglas en Inglés: Chronic
lymphocytic leukemia) es una enfermedad maligna, progresiva e indolente
caracterizada por una proliferaciébn descontrolada de linfocitos B monoclonales
defectuosos en el proceso de apoptosis (Ding y col., 2009). La consecuencia directa
de este desorden es la acumulacion de linfocitos B, maduros desde el punto de vista
morfoldgico, pero inmunoldégicamente inmaduros (no inmunocompetentes), en la
sangre y la médula 6sea, asociada con hiperplasia de tejido linfoide (Davids y
Burger, 2012). Los sintomas pueden estar ausentes o presentarse linfoadenopatia,
esplenomegalia, hepatomegalia y sintomas inespecificos referentes a la anemia
(malestar y fatiga). La acumulacion de células B anormales se debe a un proceso
dindmico entre las tasas de produccién y muerte, donde la primera es mucho mayor
que la segunda. Este desequilibrio puede ocurrir por un aumento del nimero de
células B, una disminucion en el proceso de muerte celular, o bien simultdneamente.
En esta enfermedad se ha considerado que dicha acumulacién ocurre por células
deficientes en el proceso de apoptosis debido a defectos en el material genético
(Jelinek y col., 2001; Chiorazziy col., 2005; Messmer y col., 2005). Se ha propuesto
que estas células permanecen en la fase Go/G1 del ciclo celular, evitando ser
eliminadas por el proceso de muerte celular programada, esto trae como
consecuencia la resistencia a los tratamientos de quimioterapia (Burger y col.,
2000).



1.3- Epidemiologia

La CLL es la leucemia cronica mas frecuente del adulto en paises
occidentales y constituye el 30% de todas las leucemias en los Estados Unidos y
Europa (Foon, 1995). En contraste, en Japon la CLL representa s6lo 2% de los
casos y en China el 12% (Asou y col., 1993). Respecto a Latinoamérica, algunos
estudios parecen indicar que la CLL es poco frecuente en México, especialmente
en mestizos mexicanos, la CLL se diagnostico s6lo en 9% de los casos de leucemia
del adulto y en 5% de los pacientes nativos (Ruiz-Arguelles y col., 1999).
Recientemente, en Venezuela se reportd una alta frecuencia de europeos entre los
pacientes diagnosticados sugiriendo la posibilidad de una mayor susceptibilidad
para la CLL en individuos europeos en comparacion a mestizos latinoamericanos
(Marquez y col., 2012). Del mismo modo, la incidencia es significativamente menor
en la poblacién hispana residente en Florida (Estados Unidos) comparada con la
poblacion de blancos no hispanos (Trapido y col., 1994). La CLL es mas comun en
personas de 60 afios de edad en adelante (Figura 2). La incidencia de la
enfermedad aumenta desde menos de uno por cada 100.000 en personas de 40 a
44 afos de edad, a mas de 30 por cada 100.000 en personas de 80 afios en

adelante (Siegel y col., 2012).
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Figura 2. Incidencia de la leucemia linfocitica crénica por grupos etarios (2004-2008). El eje horizontal muestras las
edades en intervalos de 5 afios. El eje vertical muestra la frecuencia de nuevos casos de CLL por cada 100.000 personas
en un grupo etario en particular en EEUU. Tomado de SEER Cancer Statistics Review (Jemal y col., 2008). National Cancer
Institute, Bethesda, MD, (http://seer.cancer.gov/csr/1975_2008).



1.4- Diagndstico y prondstico

El curso clinico de la enfermedad suele ser variable y dificil de predecir. La
media de la supervivencia de la enfermedad suele ser de 5-7 afios; sin embargo, en
algunos pacientes el curso clinico es mas indolente, y nunca requieren terapias. En
otros casos la enfermedad avanza muy rapidamente sobreviviendo en promedio
solo de 1,5-2 afos. Esto demuestra que el curso de la enfermedad suele ser
heterogéneo (Foon y col., 1990; Rozman y Montserrat, 1995). Existen dos sistemas
de clasificacion mundialmente conocidos, los cuales se basan en sus caracteristicas
clinicas. Estos son, el sistema Rai y el sistema Binet (Rai y col., 1975; Binet y col.,
1981). (Tablas 1 y 2). Estos sistemas permiten clasificar a los pacientes segun el
estadio de la enfermedad, con la finalidad de lograr tratamientos especificos. La
anemiay la trombocitopenia son las principales variables de pronéstico adverso. Sin
embargo, estos sistemas de clasificacion no permiten predecir la evolucién de la
enfermedad sobre todo en los estadios mas tempranos. Es por esta razon que se
han venido desarrollando marcadores prondsticos de la enfermedad.

Tabla 1. Sistema de clasificacion Rai

Estadio Definicion Supervivencia
Estadio O0: Riesgo Linfocitosis (sangre o médula 6sea). > 10 afios
bajo.

Estadio | y II: Riesgo Linfocitosis y adenomegalia, Linfocitosis 7 afios
Intermedio. hepatomegalia y/o esplenomegalia, con o
sin adenomegalia.
Estadio lll y IV: Linfocitosis mas anemia (Hb < 11g/L con 1,5 a 3 afios
Riesgo alto. 0 sin crecimiento de ganglios, bazo e
higado. Linfocitosis mas trombocitopenia
(plaquetas < 100x109 /L), con o sin
anemia o crecimiento de ganglios, bazo e

higado

Tomado de (Rai y col., 1975).



Tabla 2. Sistema de clasificacion Binet

Estadio Signos al momento del diagnostico

A

Aumento anormal de la cantidad de linfocitos B en sangre
periférica y menos de 3 zonas de tejido linfoide palpable.
(ausencia de anemia y trombocitopenia)

Aumento anormal de la cantidad de linfocitos en la sangre
circulante y mas de tres zonas de tejido linfoide agrandado
palpable (ausencia de anemia y trombocitopenia)

Igual que B pero con anemia (Hemoglobina <11 g/dL) o bajos

conteos de plaguetas (plaguetas <100.000/pL).

Tomado de (Binety col., 1981).

Actualmente existen varios marcadores prondéstico de la enfermedad

(Dighiero y Hamblin, 2008) cuyo diagndstico permite establecer mejor la necesidad

y el tipo de terapia en pacientes que se encuentran en los primeros estadios de la

enfermedad (generalmente asintomaticos). Algunos de estos marcadores

prondstico son:

Estado mutacional del gen de la cadena pesada de la region variable de la
inmunoglobulina (IgVH): el hallazgo de un nudmero significativo de
mutaciones en esta region esta relacionado con la mediana de supervivencia
gue excede los 20 a 25 afos. La ausencia de mutaciones se relaciona con
una mediana de supervivencia menor de 8 a 10 afios (Hamblin y col., 1999;
Kharfan-Dabaja y col., 2008). Por lo que el estado mutacional no mutado del

IgVH se considera mal prondstico.

La proteina tirosina quinasa (70 KDa) ZAP-70, la cual ha sido propuesta
como sustituta del estado mutacional por su menor complejidad
metodoldgica. La positividad al ZAP-70 (que implica presencia de la proteina
en linfocitos B malignos), en los pacientes que no han sido tratados con
anterioridad y que son asintomaticos (>30%) esta relacionada con una

supervivencia menor (6—10 afos), mientras que un ZAP-70 negativo se



relaciona con una media de supervivencia de mas de 15 afios. (Crespo y
col., 2003; Krober y col., 2006).

e Anomalias cromosOmicas determinadas mediante hibridacion fluorescente
in situ (HFIS). Las anomalias cromosomicas han sido relacionadas con el
prondstico de la enfermedad tanto en estudios prospectivos como
retrospectivos y se ha visto una evolucion clonal. Algunos ejemplos: la
delecién de 13g- se considera favorable (con una media de supervivencia
general de 17 afios, en un estudio prospectivo). Las trisomias 12 y 11g-
tienen prondésticos menos favorables con una media de 9 a 11 afios en un
estudio (Dohner y col., 2000; Shanafelt y col., 2006).

e Expresion de la molécula CD38 en linfocitos B: La positividad de CD38
(presencia del antigeno de superficie) se correlaciona con un prondéstico
desfavorable, pero existe una tasa de 30% de falsos positivos y 50% de
falsos negativos, en los cuales se utiliza la presencia de la mutacién en el
gen de la IgVs como método de referencia para el prondstico (Damle y col.,
1999; Ghia y col., 2003).

1.5- Inmunofenotipo de las B-CLL

Las células CLL co-expresan antigenos de células T como CD5 y antigenos
de células B como CD19, CD20 y CD23. Los niveles de inmunoglobulinas de
membrana, CD20 y CD79b son considerablemente bajos con respecto a los
encontrados en células B normales. Cada clon de célula leucémica tiene restringida
la expresion de las cadenas livianas Kappa o Lambda de inmunoglobulinas. Por
otro lado, las células B que no expresan CD5 (no leucémicas), suelen expresar
altos niveles de CD20 e Ig de superficie (Moreau y col., 1997; Ginaldi y col., 1998;
Campo y col., 2008).

1.6- Células madres mesenquimales

La médula 6sea (BM, por sus siglas en inglés: Bone Marrow) esta constituida
por una poblacién heterogénea de células, en la cual se han identificado dos grupos
principales de células madre adultas: las células madres hematopoyéticas (HSC,

por su significado en inglés: Hematopoietic Stem Cells) que dan origen a las células
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del tejido sanguineo, y las células madre mesenquimales (MSC, Mesenchymal Stem
Cells) (Beyer y Da Silva, 2006)

Las células madre mesenquimales (MSC por su siglas en inglés
Mesenchimal Stem Cells) son un tipo de células madre multipotentes no-
hematopoyéticas, presentes en la médula 6sea (entre el 0,001-0,01%) y en otros
organos y tejidos, que pueden ser aisladas facilmente, ademas pueden ser
cultivadas y manipuladas in vitro (Yamanaka y col., 2008). Las MSC poseen un gran
potencial terapéutico y son usadas en algunos tipos de terapias celulares. Las
células madre mesenquimales se originan en la capa germinal mesodermal, tienen
morfologia tipo fibroblastoide, son células adherentes y se pueden diferenciar in vitro
en osteocitos, condrocitos, adipocitos, mioblastos, cardiomiocitos, neuronas y
astrocitos (Salem y Thiemermann, 2010). “The Mesenchymal and Tissue Stem Cells
Committe of the International Society for Cellular Therapy” (ISCT) propuso los

siguientes criterios para definir las MSC (Dominici y col., 2006):

* Las MSC deben adherirse al plastico cuando se mantienen en condiciones

normales de cultivo.

* Mas del 95% de la poblacién de MSC debe expresar los antigenos especificos de
superficie CD105, CD73 y CD90, adicionalmente, estas células no deben expresar
(menos del 2% positivas) CD45, CD34, CD14 o CD11b, CD79a o CD19 y HLA de

clase Il.

» Las células deben ser capaces de diferenciarse a osteoblastos, adipocitos y

condrocitos bajo condiciones estandares de diferenciacion celular in vitro.



2- Antecedentes

A finales de los afios ochenta, Collins y colaboradores observaron que las
células B provenientes de sangre periférica de pacientes con leucemia linfocitica
cronica, no podian ser mantenidas en condiciones estandares de cultivo (ex vivo)
durante méas de 30 horas, debido a que una proporcién significativa de estas células
morian por apoptosis de forma espontanea (Collins y col., 1989). En su trabajo
evallan la morfologia de las células apoptoticas por microscopia de luz y
electronica. También realizan un ensayo con loduro de Propidio y un ensayo de
fragmentacion del ADN por electroforesis para determinar apoptosis. Los autores
concluyen que el hallazgo de que las células B-CLL pueden morir espontaneamente
in vitro tiene varias implicaciones y sugieren en primer lugar, que se deben evaluar
las funciones de las B-CLL y sus interacciones con otros tipos celulares. En segundo
lugar, consideran necesario una comprension de los mecanismos implicados en la
induccion de la apoptosis en esta enfermedad, lo cual podria ayudar en el disefio

de nuevos blancos terapéuticos (Collins y col., 1989).

No fue sino hasta la década de los noventa que Panayiotidis y colaboradores
observaron que las células estromales de médula 6sea previenen la apoptosis in
vitro de las CLL. En su trabajo compararon la viabilidad de células CLL crecidas en
medio solo y en co-cultivo con las células estromales obteniendo en este ultimo un
aumento significativo en la supervivencia de las B-CLL. Los autores sugieren que el
microambiente proporcionado por las células estromales es condicion necesaria y
suficiente para mantener la supervivencia de las células ex vivo, logrando conservar
las células hasta 6 semanas. Ademas destacan la importancia de las interacciones
mediadas por moléculas de adhesién como las integrinas. Concluyen que los
sistemas de co-cultivo in vitro estandarizados para este tipo celular pueden ser
usados para analizar los requisitos de crecimiento de las CLL y la quimiosensibilidad

en un entorno in vitro que simula al entorno in vivo (Panayiotidis y col., 1996).

Ese mismo afo, Vincent y colaboradores destacaron la importancia de las
proteinas de adhesion en la patogenia del CLL. Demostraron que la expresion de la

integrina a4/B1 permite la interaccién entre los linfocitos B leucémicos y las



moléculas de adhesion vascular en el endotelio (VCAM-1). También describen otras
proteinas de adhesion implicadas en la migracion e invasion de las CLL a otros
tejidos (Vincent y col., 1996).

En 1998, Lagneaux y colaboradores concluyeron en su trabajo que las
células B-CLL podian ser rescatadas del proceso de apoptosis si estan en contacto
con células estromales de medula 6sea in vitro, pero que esto no ocurria con las
células B normales. Estos resultados, sugirieron que la regulacion de la
supervivencia de estas células esta dada, en parte, por el producto del proto-
oncogen bcl-2 mediado por las sefiales de las células estromales, de estar ausente
estas sefiales las células perdian la proteina anti-apoptoética bcl-2. También
sugirieron que la interaccién entre las células estromales y las B-CLL era mediada
en parte por las integrinas 1y 2 (Lagneaux y col., 1998). La sobreexpresion del
producto del gen bcl-2 en las células B en esta enfermedad fue descrita por primera
vez en 1993 por Hanada y colaboradores (Hanada y col., 1993)

Por otra parte, Burger y colaboradores demostraron en 1999 que el receptor
CXCR4 esta presente (como proteina de superficie y en forma de ARNm) en CLL y
gue ademas es funcionalmente activo. Se sugiri6 que el receptor participa en el
proceso de quimiotaxis en el fendémeno de recirculacion (Homing) de las CLL in vivo,
siendo la médula 6sea uno de los principales érganos implicados. También
demostraron que la actividad del receptor puede ser inhibida mediante tratamientos
con anti-CXCR4 (mAbs), SDF-1a o toxina de Pertussis en un ensayo de quimiotaxis
in vitro. El ensayo consistia basicamente en separar las células mediante un
dispositivo especial conocido como inserto de tamafio de poro adecuado, de modo
que se colocan las células estromales creciendo en el fondo de un pozo, y encima
el dispositivo con las B-CLL, si ocurre quimiotaxis, las células atravesaran la
membrana hacia las células estromales. Los autores demostraron que los
inhibidores de CXCR4 podian detener la actividad migratoria en estos ensayos
(Burger y col., 1999).

Entre los afios 2000 y 2003 se destacan trabajos que evaltan algunos de los

rasgos distintivos de la histopatologia de las B-CLL en los 6rganos linfoides,



principalmente de los compartimientos de proliferacion focales de pro-linfocitos y
para-inmunoblastos que dan lugar a los llamados pseudofoliculos o centros de
proliferacion. Los centros de proliferacion se ubican en los nédulos linfaticos y la
medula 6sea (Figura 3A y 3B) (Pileri y col., 2000; Molica y col., 2002; Caligaris-
Cappio, 2003). Las interacciones entre la CLL y las células accesorias en los centros
de proliferacion son criticas para proporcionar sefiales de crecimiento y la
supervivencia de las células B-CLL, induciendo su proliferacion. Dicha interaccion
se asemeja a las interacciones entre las células B normales estimuladas con

antigenos y células accesorias (células presentadoras de antigeno y células T).
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Figura 3. Microambientes en (A) Médula y (B) Tejido linfatico en pacientes con CLL. (A) MSC (flecha), se encuentran
dispersas por toda la cavidad 6sea y co-localizadas en la vasculatura formando los llamados “nichos vasculares”. Estas
células secretan constitutivamente altos niveles de la quimiocina CXCL12 (SDF-1) y CXCR4. Estas citogquinas atraen a las
B-CLL al microambiente celular en médula 6sea. (B) Esquema de disposicion de los centros de proliferacién de CLL en los
tejidos linfoides secundarios. Las células de CLL y otras células del linfoma pueden interactuar con una variedad de células
accesorias, tales como MSC, NLC (nurse like cells) o células derivados de los monocitos, FDC (Follicular dendritic cells) y
células T. La formacion de los centros de proliferacion es un sello distintivo en la histopatologia de la CLL. Tomado y
modificado de (Burger y Montserrat, 2013).

Trabajos mas recientes, como el publicado por Kay y colaboradores en el
2007, lograron mantener cultivos de CLL con otros elementos derivados de médula
O0sea como células con morfologia fibroblastoide, células endoteliales, adipocitos y
células fagociticas. Demostraron que la interaccion de estos componentes celulares
no solo protegia a las ceélulas CLL de la forma espontanea de apoptosis
caracteristica, sino también de la apoptosis inducida por drogas. Sugieren que uno
de los mecanismos importantes implicados en la patogenia de la enfermedad es la

neovascularizacion o formacion de nuevos vasos sanguineos alrededor de los
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centros de proliferacion de las B-CLL en la médula 6sea. Los autores determinan
aumento de al menos dos citoquinas pro-angiogénicas como bFGF, VEGF, y la
disminucién de proteinas anti angiogénicas como TSP-1 en condiciones de co-
cultivo. Todo esto sugiere que el microambiente celular en la médula 6sea de los
pacientes no solo favorece la supervivencia sino también la propagacion de las

células malignas (Kay y col., 2007).

Los trabajos realizados en torno a la leucemia linfocitica cronica permitieron
definir la importancia del microambiente celular en esta patologia. Burger y
colaboradores definen en el 2010 que un microambiente es una coleccién de células
y factores extracelulares (como mensajeros quimicos), que conforman un entorno
local que promueve la supervivencia y proliferacion de las células leucémicas. Se
han descrito algunas de las células que conforman el microambiente de las CLL,
entre ellas se encuentran las células estromales de médula ésea; las células T, que
expresan marcadores estimuladores (CD40L) que favorecen el desarrollo de las
CLL y facilitan la comunicacién con las células presentadoras de antigeno, y esta
interaccion permite que las B-CLL no se dirijan a apoptosis debido a que reciben
sefiales que promueven su supervivencia (Granziero y col., 2001). También se ha
reportado que la sangre de pacientes con CLL contiene células que pueden
diferenciarse en células NCL-adherentes (nurse like cells) que protegen a las CLL

de apoptosis espontanea e inducida (Burger y col., 2000).

En el 2009, Ding y colaboradores determinan que las células madre
mesenquimales de médula ésea también ejercen un efecto anti-apoptético sobre las
B-CLL, incluso en condiciones de apoptosis inducida con compuestos
antineoplasicos como la fludarabina (Fludara®). También demuestran que el co-
cultivo de estas dos células produce regulacion positiva en las B-CLL de algunos
marcadores como CD71, CD25, CD69 y CD70. Los autores concluyen que entre las
MSC y las B-CLL ocurre un proceso de activaciéon bi-direccional evidenciado por la
activacion de la de via sefalizacion intracelular de pAKT y pERK. Este trabajo
resalta la importancia del microambiente de las B-CLL en médula 0sea, y se resalta

la importancia de las células madre mesenquimales, por sobre el resto de los
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elementos estromales en medula 6sea en la patogenia de la enfermedad. En la
Figura 4 se observa la infiltracion de las B-CLL en medula ésea estableciendo el
microambiente de estas células junto con los elementos estromales y las MSC (Ding
y col., 2009).
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Figura 4. Infiltraciéon de B-CLL en medula 6sea. Microfotografia de luz de una seccién a través de la médula 6sea en un
caso de la CLL con una tincion hematoxilina-eosina. Un nimero anormal de los linfocitos (parpura, sefialados con una

flecha verde) se ven infiltrados entre otros tipos celulares en la médula 6sea. Magnificacién desconocida. Tomado de
CNRI/Science Photo Library (www.sciencephoto.com).

Ese mismo afio, Kurtova y colaboradores demostraron que diversos tipos de
células estromales de medula 6sea podia proteger a las B-CLL de apoptosis,
incluidas lineas celulares estromales humanas como StromaNKtert, lineas celulares
de murino como M210B4, y células mesenquimales humanas de pacientes con CLL
y de pacientes sanos. Se observé el efecto de proteccion durante las 40 horas
posteriores de establecidos los co-cultivos con las diferentes lineas celulares,
encontrando pocas diferencias entre ellas. En este trabajo se demuestra que todas
las células madre mesenquimales fueron capaces de inducir sobrevivencia sobre
las B-CLL (Kurtova y col., 2009), lo que permite usar libremente células madre
mesenquimales alogénicas en los ensayos de co-cultivo.

La Figura 5 resume algunas de las interacciones descritas entre las B-CLL y
las células accesorias. Destacan las interacciones con las NLC y MSC mediadas
por citoquinas. Las NLC, expresan quimiocinas como CXCL12 y CXCL13, mientras
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gue las MSC predominantemente expresan CXCL12. Las integrinas, en particular
la integrina VLA-4 (CD49d), expresadas en la superficie de las células de CLL,
cooperan con los receptores de quimiocinas en el establecimiento de la adhesién
célula-célula, a través de sus respectivos ligandos en las células del estroma
(VCAM-1 y fibronectina/FN).Sin embargo, la naturaleza y la fuente de los antigenos
y su modo de presentacion a las células de CLL, son en gran parte desconocidos.
El estimulo del complejo BCR (BCR y CD79,, b) induce la sefializacion cascada
abajo y la activacion de SYK, BTK, y PI3K; dicha activacion via BCR hace que las
células B-CLL secreten altos niveles de las quimiocinas CCL3 y CCL4, que son
atrayentes de células T. Las células T interactian via CD40 con las B-CLL (Burger
y Montserrat, 2013).

En la actualidad, numerosas evidencias sugieren que el desarrollo y progreso
de la CLL depende de la interaccion de las células con su microambiente, por esta
razén las nuevas estrategias terapéuticas parecen apuntar a la interrupcion de dicha
interaccidon. Estos nuevos agentes terapéuticos estarian orientados a suprimir el
efecto protector de las células del microambiente sobre las células malignas y
vencer los mecanismos de resistencia. Estos nuevos tratamientos podrian incluso
ser combinados con agentes terapéuticos convencionales (como quimioterapia y

guimioinmunoterapia) y asi crear un efecto sinérgico (Audrito y col., 2013).

En este trabajo, hacemos especial énfasis en el estudio de las interacciones
de las B-CLL con las MSC. Como se describi6é anteriormente, existen antecedentes
gue demuestran una supervivencia mayor de las B-CLL cuando estan en co-cultivo
con las MSC, pero son pocas las evidencias que permiten establecer el mecanismo
de interaccioén definitivo entre estos dos tipos celulares. Algunos autores se inclinan
a sugerir que dicha interaccion depende del contacto directo de estos dos tipos
celulares, y otros sugieren mas bien que la interaccion depende de factores

solubles secretados por las células madre mesenquimales.
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Figura 5. Interacciones moleculares entre las células de CLL y el estroma de la médula ésea y/o microambientes en
tejidos linfoides. La estimulacion via BCR quinasas asociadas pueden influir en la supervivencia CLL. El contacto entre las
células de CLL y NLC o células madre mesenquimales (MSC) es establecido y mantenido por los receptores de quimiocinas
y moléculas de adhesion expresadas en células de CLL. SYK, BTK, y las PI3K estan involucrados en los receptores de
quimiocinas, la molécula de adhesién de sefializacién y activacion via BCR. La naturaleza y la fuente de antigenos y su
modo de presentacion a las células de CLL son en gran parte desconocidos. Tomado y modificado de (Burger y Montserrat,
2013).

Ademas de estos aspectos es importante evaluar como se altera algunos
antigenos de superficie en las CLL luego del co-cultivo con las MSC que podrian
estar influyendo en el desarrollo de la enfermedad. Entre estos el receptor CXCR4
para la quimiocina CXCL12 que participa como ya se mencioné en el proceso de
quimiotaxis. La molécula CD25 marcador de activacion celular, la expresion del
receptor BCR (IgM) y de la molécula CD20 que es el ligando de uno de los
anticuerpos terapéuticos comerciales (Rituximab) usados para el tratamiento de
esta enfermedad, asi como determinar la expresiéon de proteinas de regulacion de
complemento (CD55 y CD59) que podrian estar afectando la efectividad de
Rituximab. Un mejor conocimiento de la interaccién entre el B-CLL y las MSC
permitira el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas o el perfeccionamiento de

otras ya existentes para pacientes que padezcan de esta enfermedad.
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3- Objetivos

Objetivo General

e Estudiar in vitro la interaccion entre linfocitos B provenientes de pacientes
con leucemia Linfocitica Crénica, y células madre mesenquimales de médula
O0sea humana.

Objetivos especificos

e Determinar la supervivencia de los linfocitos B de pacientes con CLL luego
de ser cultivados sobre una monocapa de MSC.

e Determinar la supervivencia de los linfocitos B de pacientes con CLL luego
de ser cultivados con MSC separados por un inserto o luego de su cultivo
con medio condicionado de MSC.

e Determinar la variacién en la expresion de antigenos de superficie en las B-

CLL luego de los co-cultivos con MSC.
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4- Materiales y Métodos

4.1- Materiales

4.1.2- Medios de Cultivo y soluciones

Preparacion de a-MEM-CHANG: El medio a-MEM-CHANG es una mezcla
de diversos medios comerciales y sueros que fue estandarizada para el cultivo de
MSC en el Laboratorio de Patologia Celular y Molecular y la Unidad de Terapia
Celular (UTC) en el IVIC (Triana y Villa, 2009). El medio se compone de un 58% de
o-MEM 1X (Minimum Essensial Medium) (Invitrogen™), 18% CHANG B 1X
(IrvineScientific ®), 20% suero fetal bovino para células madre 1X (SBF Life
technologies™), 2% de CHANG C 1X (IrvineScientific ®), 1% de antibibtico-
antimicotico (penicilina 10,0 pg/mL; estreptomicina 0,85%) (Invitrogen™) y 1% de
L-Glutamina (200 mM) (Invitrogen™). Este medio se almacena a 4°C (Trianay Villa,
2009).

Preparacién de medio de criopreservacion para MSC: se prepard con
80% de suero fetal bovino para células madre, 10% de a-MEM 1X (Invitrogen™) y
10% de DMSO (dimetilsulfoxido) (Sigma™). El medio se puede almacenar durante

una semana protegido de la luz a -20°C.

Medio condicionado (MC): este tipo de medio contiene componentes
biol6gicamente activos obtenidos a partir de células previamente cultivadas, que
han liberado al medio sustancias que pueden afectar ciertas funciones celulares. Se
obtiene de sobrenadantes de los cultivos con un 70-80% de confluencia y se
almacena a -20°C luego de centrifugar a 320 g para eliminar cualquier resto de

células.

Medio condicionado de lainteraccién (MCi): contiene al igual que el medio
condicionado los componentes bioldgicamente activos obtenidos a partir
de células previamente cultivadas, pero se obtiene de sobrenadantes de co-cultivos
de B-CLL y MSC luego de la primera semana de co-cultivo, se almacena igualmente
a -20°C luego de centrifugar a 320 g para eliminar cualquier resto de células.

16


http://www.lookfordiagnosis.com/mesh_info.php?term=c%C3%A9lulas&lang=2
http://www.lookfordiagnosis.com/mesh_info.php?term=c%C3%A9lulas&lang=2

Buffer Fosfato Salino (PBS) (10X) pH 7,2: en 800 mL de agua destilada se
disolvieron 80 g de cloruro de sodio (NaCl), 11,5 g de fosfato hidrogenado de sodio
(Na2HPO4), 2 g de fosfato di-hidrogenado de potasio (KH2PO4) y 2 g de cloruro de
potasio (KCI), y se ajusto el pH a 7,2 con acido clorhidrico (HCIl) y se llevo a 1 L

como volumen final. Esta solucion fue almacenada a 4°C.

Buffer Fosfato Salino (PBS) (1X) pH 7,2: se afadi6 450 mL de agua
destilada a 50 mL de PBS 10X pH 7,2. Esta mezcla se filtr6 a través de una

membrana de nitrocelulosa de 0,22 ym y se almacené a 4°C.

Buffer Fosfato Salino (PBS) (1X) pH 7,2 al 1% de SFB: la soluciéon PBS 1X

fue suplementado con 1% de SBF (Gibco) y se conservo a 4°C.

Buffer Fosfato Salino (PBS) (1X) pH 7,2 al 2% de SFB: la solucién PBS 1X
fue suplementado con 2% de SBF (Gibco) y se conservo a 4°C.

Buffer de unidn del estuche comercial de Anexina-V/ loduro de Propidio
(1X): se afiadieron 1 mL del Buffer proporcionado en el estuche comercial en 10 mL
del Buffer Fosfato Salino (PBS) (1X) pH 7,2.

4.1.3- Anticuerpos monoclonales y su especificidad

4.1.3.1- Especificidad de los anticuerpos utilizados para caracterizar las

MSC
Se evalud la expresion de diferentes moléculas en la superficie de las MSC de
medula 6sea humanas para caracterizar las mismas. Se utilizaron anticuerpos

monoclonales dirigidos contra las siguientes moléculas humanas:

Anti-CD29: Anticuerpo monoclonal de ratdon conjugado con PE clon MAR4 que
reconoce las moléculas CD29 o integrina beta 1 (ITG-B1), una integrina que actua
como receptor de membrana durante la adhesion celular para las proteinas de la

matriz extracelular, incluyendo fibronectina, colageno, laminina y vitronectina
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(Carlos y Harlan, 1994). Esta proteina se expresa en numerosos tipos celulares,
incluidas células T activadas, plaquetas, células endoteliales y células dendriticas
(Mcintyre y col., 1991).

Anti-CD31: Anticuerpo monoclonal de raton conjugado con FITC clon WM59 que
reconoce las moléculas CD31 o PECAM-1, una glicoproteina de membrana que se
expresa constitucionalmente en la superficie de células endoteliales, plaquetas y
algunos leucocitos. CD31 interviene en la adhesion leucocitaria al endotelio (Deans
y Moseley, 2000).

Anti-CD34: Anticuerpo monoclonal de raton conjugado con FITC clon 8G12 que
reconoce las moléculas CD34, una sialomucina expresada en progenitores
hematopoyéticos y tejido vascular. Es una molécula de adhesion (Deans y Moseley,
2000).

Anti-CD45: Anticuerpo monoclonal de raton conjugado con FITC clon 2D1 que
reconoce las moléculas CD45, una proteina tirosina fosfatasa conocida como el
antigeno comun leucocitario, expresada en células hematopoyéticas, excepto

eritrocitos y plaquetas (Fainboim y Geffner, 2005).

Anti-CD49b: Anticuerpo monoclonal de raton conjugado con FITC clon AK-7 que
reconoce las moléculas CD49b expresadas en la superficie de varios tipos de
células incluyendo células T, células NK, fibroblastos y plaquetas. CD49b es una
integrina involucrada en la adhesion celular que también participa en la sefializacion

celular (Moroi y Jung, 1997).

Anti-CD73: Anticuerpo monoclonal de ratéon conjugado con PE clon AD2 que
reconoce las moléculas CD73 (ecto-5-nucleotidasa), proteina expresada en la
superficie de células T y B, que cataliza la conversion de purinas y pirimidinas en
ribonucledtidos y deoxirribonucleétidos monofosfatos al correspondiente
nucleosido. Sirve como molécula co-estimulatoria de células T inactivadas (Resta 'y
Thompson, 1997).

Anti-CD90: Anticuerpo monoclonal de ratdon conjugado con PE clon 5E10 que
reconoce las moléculas CD90 o Thy-1 expresadas en la superficie celular de células
madre mesenguimales, timocitos, neuronas, células madre hematopoyéticas. CD90
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es una glicoproteina de membrana que puede estar involucrada en la interaccion
célula-célula y célula-matriz extracelular, regeneracién nerviosa, apoptosis e

inflamacion (Ades y col., 1980).

Anti-CD14: Anticuerpo monoclonal de raton conjugado con PE clon 61D3 que
reconoce moléculas de CD14. Esta es una glicoproteina de 53-55 KDa unida a GPI.
CD14 se expresa en monocitos, macréfagos interfoliculares y algunas células
dendriticas. Los complejos de LPS y LBP (proteina de unién al LPS) se unen con
alta afinidad a los monocitos a través de la superficie CD14 (Schlossman y
Bloumsell, 1995).

Anti-CD116: Anticuerpo monoclonal de ratén conjugado con PE clon hGMCSFR-
M1 que reconoce moléculas CD116. El anticuerpo hGMCSFR-M1 reacciona con la
subunidad (GM-RFCE) del complejo receptor humano del factor estimulante de
colonias de granulocitos y macréfagos. La cadena a parece transmitir la mayor parte
de las sefiales biolégicas. GM-RFCE de se expresan por una variedad de lineas
celulares mieloides, células hematopoyéticas y no hematopoyéticas tumorales, y
tipos de células normales, incluyendo monocitos, macréfagos, neutrofilos,
eosinofilos, células dendriticas mieloides, células endoteliales, fibroblastos, y

trofoblastos placentarios (Eder y col., 1994).

Anti-CD105: Anticuerpo monoclonal de raton conjugado con FITC clon 266 que
reconoce moléculas CD105. CD105 presenta una proteina de membrana con
homodimero de subunidades de 95 KDa que se encuentran en las células y los
sincitios de los trofoblastos de la placenta endoteliales vasculares. CD105 se
expresa débilmente en los fibroblastos del estroma (Wang y col., 1993).

Isotipo: Anticuerpo monoclonal de raton, control IgG1 conjugado con PE clon
MOPC-21 y control IgG2a conjugado con FITC clon G155-178. Este anticuerpo,
usado como control negativo, es especifico contra la glucosa oxidasa de Aspergillus
niger, una enzima que no esta presente ni es inducible en los tejidos de mamiferos
(BD® US).
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4.1.3.2- Especificidad de los anticuerpos utilizados para caracterizar
las B-CLL
Se evalud la expresion de diferentes moléculas en la superficie de las células B
leucémicas para lo cual se utilizaron anticuerpos monoclonales dirigidos contra las

siguientes moléculas humanas:

Anti-CD5: Anticuerpo monoclonal de ratén conjugado con PE clon UCHT2 que
reconoce las moléculas CD5, un antigeno asociado a células T, que también se
expresa en subpoblaciones de células B. CD5 media la transduccion de sefales

(Yamaguchi y col., 2002).

Anti-CD19: Anticuerpo monoclonal de raton conjugado con FITC clon V3-119 que
reconoce las moléculas CD19 que se expresa especificamente en células B. CD19,
forma un complejo en conjunto con CD81 y CD21, actla como un correceptor,
mejora la sefalizacion y el procesamiento del antigeno por los receptores de las

células B en respuesta al antigeno (Ingle y col., 2008).

Anti-CD20: Anticuerpo monoclonal de raton conjugado con FITC clon BO9E9 que
reconoce las moléculas CD20 que se expresa especificamente en células B. CD20
es una proteina transmembrana que interviene en el crecimiento, activacion y

mantenimiento de las células (Cragg y col., 2005).

Anti-CD25: Anticuerpo monoclonal de raton conjugado con PE clon ACT-1 que
reconoce las moléculas CD25, una proteina transmembrana que forma parte del
receptor IL-2, que también actla en la homeostasis de esta interleucina. CD25 se
expresa en células T activadas, células B activadas, precursores mieloides,

timocitos y oligodendrocitos (Miyamoto y col., 2010).

Anti-CD55: Anticuerpo monoclonal de ratén conjugado con PE clon JS11 que
reconoce las moléculas CD55 humanas. CD55 es también conocida como factor
acelerador de la degradacion (DAF, por sus siglas en inglés) es una proteina fijada
covalentemente en la membrana plasmatica y se encarga de disociar la convertasa
C3 por lo que actia regulando la via clasica y alterna del sistema de complemento.
(Kindt y col., 2007).
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Anti-CD59: Anticuerpo monoclonal de raton conjugado a PE clon p282 (H19) que
reconoce las moléculas CD59 humanas. CD59 también conocido como factor de
restriccion homélogo (HRF, por sus siglas en inglés), o también llamado inhibidor
de lisis reactiva (MIRL, por sus siglas en inglés) evita el ensamblaje de poli-C9 y
bloguean la formacién del complejo de ataque a membrana (MAC, por sus siglas en
inglés) (Kindt y col., 2007).

Anti-CXCR4: Anticuerpo monoclonal de ratén conjugado a PE-Cy5 clon 12G5 que
reconoce el receptor CXCR4 (CD184) humanas.CXCR4 es un miembro de la familia
de receptores de quimiocinas acoplado a proteina G con siete dominios que abarcan
la membrana, funciona como un correceptor para IL-2 (Bleul y col., 1997; Mcknight
y col., 1997).

Anti-lgM (BCR): Anticuerpo monoclonal de ratén conjugado a PE clon R5111 que
reconoce la IgM de membrana. Este anticuerpo es especialmente util para la sub-
tipificacion de células pre-B de la leucemia linfoblastica aguda, células B de
leucemia linfoblastica aguda y crénica de células, entre otros. La mayoria de las
células B y células plasmaticas maduras, expresa esta inmunoglobulina en su

superficie (Gandini y col., 1993).

Isotipo: Anticuerpo monoclonal de ratén, control IgG1l conjugado con PE clon
MOPC-21 y control IgG2a conjugado con FITC clon G155-178. Este anticuerpo,
usado como control negativo, es especifico contra la glucosa oxidasa de Aspergillus
niger, una enzima que no esté presente ni es inducible en los tejidos de mamiferos.
(BD® US).

4.1.3.3- Otros reactivos y materiales
Ficoll-Hypague™: el Ficoll es un polisacarido hidrofilico que genera un gradiente
de densidad que es utilizado generalmente para la separacidon de células

mononucleares de sangre periférica (d=1,077 g/mL). (GE Healthcare ®)

TrypLE™ Express (Invitrogen™): tripsina recombinante que se utiliza para
despegar células adherentes en sistemas de cultivos, la tripsina se deja actuar

durante 5 minutos a 37°C. El TrypLE™ se caracteriza por tener propiedad auto-
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proteolitica por lo que se degrada pasado un tiempo y evita dafio celular en el cultivo

en el cual se use.

RosetteSep: céctel de anticuerpos RosetteSep, cuya técnica se basa en la
seleccién negativa de las células B, mediante su incubacién con anticuerpos
monoclonales especificos tanto para antigenos expresados por las células no
deseadas, como para la glicoforina A presente en los globulos rojos, seguido de la
centrifugacion sobre un gradiente de densidad Ficoll-Hypaque. De esta manera, se
precipitan las poblaciones celulares no deseadas (linfocitos T, NK, monocitos,
polimorfonucleares y plaguetas) que se encuentran formando rosetas con los
glébulos rojos y se obtienen poblaciones celulares altamente enriquecidas en
células deseadas.

Estuche | de deteccion Anexina-V/FITC: contiene Anexina-V conjugada con el
fluorocromo FITC en un buffer acuoso compuesto por BSA y 0,09% de azida de
sodio; una solucién colorante de ioduro de propidio (PI) de 2,0 mL en PBS (pH 7,4)
y un buffer de unién de Anexina-V. La Anexina-V es una proteina que se une a
fosfolipidos dependiendo del calcio (Ca?*), que tiene alta afinidad por la
fosfatidilserina (PS). Este compuesto se une a las células cuando éstas exponen la
PS. Como la externalizacién de PS ocurre en estadios tempranos de la apoptosis,
el marcaje con Anexina-V-FITC pueden identificar la apoptosis en los primeros
estadios. Este marcaje precede la pérdida de la integridad de la membrana que
acompanfia los estadios tardios de la muerte celular que resulta tanto de la apoptosis
como de la necrosis. De esta manera, este marcaje esta tipicamente acompafado
de un colorante vital como el PI, que permite identificar células apoptoéticas (positivo

para Anexina-V y negativo para Pl) (BD pharmingen™).

Inserto (membrana de ThinCerts™ de Greiner bio-one): una cesta de plastico
translucida de poliestireno, que se adapta a las placas de 24 pozos de Greiner bio-
one y que en el fondo contiene un entramado de polietileno tereftalato que forma

una membrana permeable de tamafio de poro 1 pm o 3 pm.

Citémetro de flujo FACScalibur (Becton-Dickinson): junto con el programa de
analisis CellQuest™ y CellQuest™ Pro.

22



4.2- Células madre mesenquimales

4.2.1- Aislamiento

Antes de establecer los co-cultivos con las B-CLL se prepararon, con
aproximadamente una semana de anticipacion, los cultivos de células madre
mesenquimales de medula 6sea humana. Las células madre mesenquimales
procedian de pacientes con patologias traumatologicas pero sanos desde el punto
de vista hematoldgico, a los que se les ha practicado aspiracion de médula 0sea
para protocolos de regeneracion 6sea (bajo consentimiento informado) aprobado
por el comité de bioética del Hospital Universitario y del Instituto Venezolano de
Investigaciones Cientificas (IVIC) (ver Anexos). El aspirado de médula 6sea se
realizé en el Hospital Universitario, las células fueron aisladas en la Unidad de
Terapia Celular (UTC) en el Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas
(IVIC). Para este estudio se usaron las células de dos donantes previamente
caracterizadas por citometria de flujo y ensayos de diferenciacién in vitro y
posteriormente almacenadas por criopreservacion en la UTC. Las células fueron
descongeladas para su uso y se emplearon los cultivos entre el pase tres y cuatro

para establecer los co-cultivos.

4.2.2- Cultivo

Para realizar los cultivos de MSC, se procedié a descongelar un vial de
células de la UTC (pase dos) previa autorizacién, el vial se descongelo a bafio de
maria en condiciones de asepsia por algunos minutos en medio a-MEM-CHANG en
condiciones de asepsia. Con las células descongeladas se realizé una
caracterizacion por citometria de flujo con los marcadores de superficie tipicos de
células madre mesenquimalesy se expandieron las células. Para expandir el cultivo
se sembraron 4x10* células por mL en varios T-25 (CellStar ® Greiner Bio-One)
(Vf=5 mL) para iniciar los cultivos, los T-25 se almacenaron en una incubadora a
37°C con 5% CO2 hasta obtener una confluencia de 70-80%, la mitad del medio de
cultivo fue sustituida por medio fresco cada dos dias para mantener los factores

celulares.

Luego de obtenida la confluencia deseada, se procedi6 a despegar las

células del fondo de los frascos de cultivo, primero se descarto el sobrenadante y
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se agregaron 5 mL de TrypLE™ por frasco (Invitrogen™) (tripsina recombinante),
se dejo actuar durante 5 minutos a 37°C en la incubadora, luego se verifico que las
células se habian despegado en un microscopio de fase invertida, los
sobrenadantes se transfirieron a un tubo plastico (Falcon™), se lavé con medio a-
MEM-CHANG vy se centrifugd a 161 g (centrifuga HERMLE z 360k) durante 10
minutos con freno a temperatura ambiente. Luego se descart6 el sobrenadante y se
resuspendio el botdn celular en 2 mL de medio a-MEM-CHANG. Posteriormente se
contaron las células en la camara de Neubauer, se agregaron 10 pL de la
suspension celular en un eppendorf y se le agregd 10 uL del colorante azul de
tripano; se colocaron 10 pL de la mezcla en el hematocitémetro (o cadmara de
Neubauer) y se observé al microscopio a 10X de aumento. El colorante azul de
tripano tifie las células muertas de color azul, Io que permite estimar la viabilidad de
células ademas de estimar la concentracion del cultivo. Se utilizd la siguiente

relacion matemética para estimar la concentracion celular en la suspension:

numero de celulas contadas viables x 10.000

Concentracién (cel/mL) = - —
( ) Numero de cuadros contados x dilucion

Una vez estimada la concentracion de la suspension celular se procedi6 a
repartir las células en frascos de cultivo y placas para realizar los ensayos de co-
cultivo con las B-CLL. Se sembraron 2 frascos T-25 con una concentracion de 4x10°
células por mL para un volumen final de 5 mL por frasco y una placa de cultivo de
24 pozos (CellStar® Greiner Bio-One) con una concentraciéon de 8x104 por mL para
un volumen final de 0,5 mL por pozo. Para llegar a las concentraciones de células
indicadas se utilizé medio a-MEM-CHANG para diluir la suspensioén celular. Los
cultivos de MSC se almacenaron en una incubadora a 37°C con 5% CO2. La mitad
del medio de cultivo fue sustituida por medio fresco cada dos dias para mantener
los factores celulares, para los frascos T-25 se extrajeron 2,5 mL y se agregaron 2,5
mL de medio fresco; para las placas de 24 pozos se extrajeron 0,25 mL de medio y
se agregaron 0,25 mL de medio fresco. Este protocolo se realizé una semana antes
de establecer los co-cultivos para cada uno de los pacientes de leucemia que se

uso en este trabajo.
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4.2.3- Caracterizacion

Se realiz6 una caracterizacion adicional de las MSC de cada vial que se
descongelé de la UTC. Una vez descongeladas y contadas las células se
distribuyeron a razén de 2x10° células por cada marcaje que se realiz6. Se
evaluaron los siguientes marcadores de superficie en las MSC: CD45, HLA-DR,
CD34, CD90, CD49b, CD29, CD73 y CD31 utilizando los siguientes anticuerpos

conjugados a un fluorocromo:

Tabla 3. Anticuerpos de deteccion usados para las MSC

Anticuerpo Fluorocromo conjugado Casa comercial
a-CD34 FITC BD ®
a-CD90 PE BD ®

a-CD49b FITC BD ®
a-CD14 PE eBioscience ®
a-CD45 FITC BD ®
a-CD116 PE BD ®
a-CD31 FITC BD ®
a-CD29 PE BD ®
a-CD105 FITC BD ®
a-CD73 PE BD ®
Isotipo 1gG2a FITC BD ®
Isotipo 1gG1 PE BD ®

“a-..."“dirigido contra, especifico a anti; Isotiocianato de fluoresceina: FITC por sus siglas en Inglés; Ficoeritrina: PE por sus

siglas en Inglés. La cantidad de anticuerpo agregada es la recomendada por la casa comercial.

Adicionalmente se us6 un control de autofluorescencia (en la que se
agregaron solo las células sin adicionar ningin anticuerpo de deteccién); como se
contaba con varios anticuerpos de deteccion conjugados a fluorocromos que emiten
en diferentes espectros de fluorescencia ademas con un citometro de flujo que
permite detectar mas de dos espectros de fluorescencia al mismo tiempo, se
realizaron las siguientes combinaciones de anticuerpos de deteccion:
Autofluorescencia; Isotipo 1gGi1/1gGz2a; a-CD34/a-CD90; a-CD49b/a-CD14; a-
CD45/a-CD116; a-CD31/a-CD29 y a-CD105/a-CD73. Los anticuerpos se incubaron
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durante 20 minutos en frio y protegido de la luz. Luego se lavaron con PBS-SFB 1%
y se centrifugaron a 362 g (centrifuga eppendorf 5415 C) durante 10 minutos. A
finalizar el lavado se resuspendié el boton celular en PBS 1X y se transfirio el
volumen a los tubos de citometria y se realiz6 la lectura en el citometro de flujo
FACScalibur (Becton-Dickinson™),

4.3- B-CLL (linfocitos B de pacientes con leucemia linfocitica crénica)

4.3.1- Aislamiento y purificacion

Las muestras de sangre procedieron de pacientes diagnosticados con
leucemia linfocitica crénica que acudieron a la consulta del Banco Municipal de
Sangre del D.C. (Fundasangre ©). Todos los pacientes que aparecen en este
estudio firmaron un consentimiento informado con aprobacién del comité de bioética
del Banco de sangre del D.C. y del IVIC (ver Anexos). Las muestras fueron
recolectadas con solucion anticoagulante, aproximadamente 6 mL por paciente. Las
células B se aislaron de las muestras de sangre usando el coctel de anticuerpos
monoclonales del estuche comercial RossetteSep ® (StemCell tecnologies ®) en
condiciones de asepsia dentro de una campana de flujo laminar. Este coctel de
anticuerpos consiste en un complejo tetramerico (TAC) que se une tanto a la
glicoforina A presente en los eritrocitos como antigenos presentes en las células no
deseadas (CD2*, CD3*, CD16*, CD56*, CD36", CD66b*), de manera que selecciona
de forma negativa las células B. El complejo tetramérico (TAC) al unirse a la
glicoforina A y a las células no deseadas forma un inmunocomplejo (rosetas), que
puede ser separado centrifugando a través de un gradiente de densidad Ficoll™
(Figura 6).

Al tubo con la sangre se le afiadieron 50 pL del coctel RosetteSep® (StemCell
tecnologies®) por cada mL de sangre. Se incub6 a temperatura ambiente durante
20 minutos agitando periédicamente. Luego de 20 minutos, se agregaron 4 mL de
PBS-SFB 2% para diluir la muestra. En un tubo de 15 ml se agregaron 4 mL de
Ficoll™ (GE Healthcare ®), la muestra diluida con PBS-SFB 2% se transfirié al tubo
con el Ficoll™. Se centrifug6 a 447 g durante 30 minutos sin freno. Posteriormente

se procedié a aspirar la capa de células enriquecidas en linfocitos B que se
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encuentra en la interfase entre el Ficoll™ y el plasma como se detalla en la Figura
6. Las células B aisladas se transfirieron a un tubo estéril. Luego se realizaron dos
lavados para eliminar el Ficoll™ residual, el suero y las plaquetas; un lavado a 161
g Yy un segundo lavado a 90,6 g con PBS-SFB 2% ambos con freno durante 10

minutos (Protocolo de Stemcell Technologies Inc.).

Luego de los lavados, se resuspendio el botén celular en 5 mL de medio a-
MEM-CHANG y se contaron las células con una tincién de azul de tripano, usando
un hematocitdmetro (o camara de Neubauer) agregando 10 pL de la suspension
celular y 10 pL del colorante. Conocida la concentracion de la suspension celular y
su viabilidad inicial se procedi6 a establecer los co-cultivos, a realizar la

caracterizacion fenotipica inicial y verificacion de pureza por citometria de flujo.
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la formacion de las rosetas. Tomado y modificado de StemCell tecnologies ®.

g )

4.3.2- Caracterizacion fenotipica inicial y pureza

Se realizé una caracterizacion inicial y evaluacion de la pureza de las B-CLL
aisladas para cada paciente estudiado en este proyecto. Una vez aisladas las B-
CLL mediante el estuche comercial de RosseteSep se distribuyeron las células a

razon de 2x10° células por cada marcaje que se realiz6. Se evaluaron los siguientes
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marcadores de superficie en las B-CLL: CD20, IgM, CD19, CD5, CD55, CD59,
CXCR4 y CD25 utilizando los siguientes anticuerpos conjugados a un fluorocromo:

Tabla 4. Anticuerpos de deteccion usados para las B-CLL

Anticuerpo Fluorocromo conjugado Casa comercial

a-CD20 FITC Inmunotech™
IgM PE Dako®
CD19 FITC Inmunotech™
CD5 PE BD®
CD55 PE Biolegend™
CD59 PE Biolegend™
CXCRA4 PE-Cy5 eBioscience™
CD25 PE MACS®
Isotipo 1gG1 PE BD®
Isotipo 1gG2a FITC BD®

“a-...“dirigido contra, especifico a anti; Isotiocianato de fluoresceina: FITC por sus siglas en Inglés; Ficoeritrina: PE por sus
siglas en Inglés; PE-Cy5 Complejo ficoeritrina y Cy5. La cantidad de anticuerpo agregada es la recomendada por la casa

comercial.

Adicionalmente se usd un control de Autoflorescencia (en la que se
agregaron solo las células sin adicionar ningun anticuerpo de deteccién); como se
contaba con varios anticuerpos de deteccibn en diferentes espectros de
fluorescencia se realizaron las siguientes combinaciones de anticuerpos de
deteccion: Autoflorescencia; Isotipo 1gG1/1gG2a; CD20/IgM; CD19/CD5; CD55; CD59
y CXCR4/CD25. Los anticuerpos se incubaron durante 20 minutos en frio y
protegido de la luz. Luego se lavaron con PBS-SFB 1% y se centrifugaron a 362 g
(centrifuga eppendorf 5415 C) durante 10 minutos. A finalizar el lavado se
resuspendio el boton celular en PBS 1X y se transfirio el volumen a los tubos de
citometria y se realizé la lectura en el citometro de flujo FACScalibur (Becton-
Dickinson™). Para evaluar la pureza de la suspension celular enriquecida en B-CLL
se evaluo la co-expresion de los antigenos CD19 y CD5 en un diagrama de puntos,
el porcentaje de células que expresan ambos antigenos nos permitio determinar el

porcentaje de pureza.
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4.3.3- Cultivo
Con la suspensién celular ya aislada y caracterizada, y los cultivos de MSC ya
establecidos se procedi6 a establecer los co-cultivos, para cada paciente analizado

en este trabajo se realizaron los mismos ensayos que se describen a continuacion:

4.3.3.1- Co-cultivos con MSC

Se ajusté la concentracion de células aisladas a 5x10° células por mL de
medio a-MEM-CHANG,; de los cultivos de MSC en frascos T-25 se extrajo 1 mL de
medio y se agregd 1 mL de la suspension celular de B-CLL junto con las MSC ya
en cultivo. En los co-cultivos realizados en los frascos T-25 se evalud la variacion
en la expresion de ciertas moléculas de superficie a las dos semanas a partir del
momento en el que se establecieron los co-cultivos. Para las placas de 24 pozos se
ajustd la concentracion a 2x10° células por mL; de los cultivos de MSC en placas de
24 pozos se extrajeron 0,25 mL de medio en 4 pozos y se agregaron 0,25 mL de la
suspensién celular de B-CLL en los 4 pozos de modo que ahora ambos tipos
celulares se encuentran creciendo en los pozos. Para llegar a las concentraciones
de células indicadas se utiliz6 medio a-MEM-CHANG para diluir la suspensiéon
celular. Estos cultivos se mantuvieron durante dos semanas en una atmosfera
hiameda a 37°C con 5% CO:2 y sustituyendo aproximadamente la mitad del volumen

del medio por medio fresco cada tres dias.

4.3.3.2- Co-cultivos con insertos (ThinCerts™)

Usando la misma placa en la que previamente se sembraron las MSC, se
ajustd la concentracion de la suspension celular de B-CLL aislada a 2x10° células
por mL; se extrajeron 0,25 mL de medio en 4 pozos y se colocaron dos dispositivos
ThinCerts™ o inserto de tamafio de poro 3 um en dos de los pozos de MSC, y dos
de tamario de poro 1 pm. Se agregaron 0,25 mL (0.5x10°6 células) de la suspension
celular de B-CLL en la parte superior de los insertos de modo que los co-cultivos
guedaron establecidos tal y como indica la Figura 7 para un volumen final de 0,5 mL
por pozo. Para llegar a las concentraciones de células indicadas se utiliz6 medio a-

MEM-CHANG para diluir la suspension celular. Estos cultivos se mantuvieron
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durante dos semanas en una atmosfera himeda a 37°C con 5% COz2 y sustituyendo

aproximadamente la mitad del volumen del medio por medio fresco cada tres dias.

ThinCerts™ (Inserto)
MSC

Figura 7. Dispositivo ThinCerts™ o inserto (arriba) el dispositivo se manipula con una pinza estéril para proteger el
cultivo de la contaminacién. Esquema de colocacién del dispositivo en el co-cultivo, las células madre mesenquimales se
cultivaron en el fondo del pozo, luego se colocé el dispositivo con los linfocitos B de pacientes con CLL (abajo).

4.3.3.3- Cultivos con medio condicionado

Usando otra placa de cultivo de 24 pozos en la que no estan sembradas
MSC, se ajustd la concentracion de la suspension celular de B-CLL aisladas a 2x10°
células por mL y se agregaron 0,25 mL en dos pozo, en €s0S mismos pozos se
agregaron 0,15 mL de medio fresco, y luego 0,10 mL de medio condicionado (MC)
en uno de los pozos y 0,10 mL de medio condicionado de la interaccion (MCi) al
pozo restante. El volumen final por pozo fue de 0,5 mL. De esta forma la relacién
fue de 80% medio fresco y 20% medio condicionado. El medio condicionado de MSC
se obtuvo de cultivos de estas células con un 70-80% de confluencia a los cuales
no se les habia sustituido el medio en los ultimos tres dias. El medio condicionado
de la interaccion se obtuvo de co-cultivos de células madre mesenquimales con B-
CLL a los cuales no se les habia sustituido el medio en los ultimos tres dias. Estos
cultivos se mantuvieron durante dos semanas en una atmosfera humeda a 37°C
con 5% CO:z2 y sustituyendo aproximadamente la mitad del volumen del medio por

la mezcla de medio condicionado-medio fresco cada tres dias.
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4.3.3.4- Cultivos de B-CLL solo con medio
Usando la misma placa en la que se previamente se sembraron las B-
CLL con medio condicionado, se ajusté la concentracion de la suspension celular
de B-CLL aisladas a 2x10° células por mL y se agregaron 0,25 mL por pozo en
cuatro pozos, se agregaron 0,25 mL de medio fresco para un volumen final de 0,5
mL. Estos cultivos se mantuvieron durante dos semanas en una atmosfera humeda
a 37°C con 5% CO:2 y sustituyendo aproximadamente la mitad del volumen del

medio por medio fresco cada tres dias.

4.3.4- Ensayos de viabilidad y deteccion de moléculas de superficie

4.3.4.1- Marcaje con Anexina-V/PI

Luego de transcurridas una y dos semanas de establecidos los co-cultivos,
los cultivos con medio condicionado y con medio solo, se evalud la viabilidad de las
B-CLL usando el estuche comercial FITC Annexin-V Apoptosis Detection Kit | (BD
pharmingen™). En los co-cultivos con MSC se extrajo el sobrenadante de dos pozos
resuspendiendo gentilmente las células B dentro de cada pozo con la pipeta, el
volumen se transfirié a un tubo eppendorf y se lavé con 1 mL de PBS 1X a 362 ¢
(centrifuga eppendorf 5415 C) durante 10 minutos. Para los co-cultivos con el
dispositivo de ThinCerts™ de 3 um, se extrajo el volumen de uno de los pozos por
encima del dispositivo resuspendiendo con la pipeta gentilmente, el volumen se
transfirié a un tubo eppendorf y se lavé con 1 mL de PBS 1X a 362 g (centrifuga
eppendorf 5415 C) durante 10 minutos. En el caso del dispositivo de ThinCerts™
de 3 um se evalud también las células que atravesaron la membrana, de modo que
se retir0 el inserto y se extrajo el sobrenadante del pozo y se lavo de la misma forma
con PBS 1X. Para los co-cultivos con el dispositivo de ThinCerts™ de 1 um se
extrajo el volumen del dispositivo por encima de uno de los pozos, resuspendiendo
con la pipeta gentilmente la suspensién celular, se lavé igualmente con PBS 1X.
Para las B-CLL con medio condicionado y medio solo se extrajo el volumen del

pozo, se transfirid a un eppendorfy se lavé con PBS 1X de la misma forma.

Luego de los lavados, las células se resuspendieron en 100 pL del Buffer de

unién (1X) proporcionado en el estuche comercial. En ese volumen se agregaron 5
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puL de Anexina-V-FITC y 5 uL de PI. Se incub6 a temperatura ambiente durante 20
minutos. Luego se agregaron 200 pL del buffer de unién y se procedi6 a la lectura
en el citbmetro de flujo. Este protocolo se realiz6 de la misma manera tanto para
evaluar la viabilidad en la semana uno, como en la semana dos. En la semana dos

no se evaluaron los medios condicionados (MC y MCi)

Con esta metodologia se evalué la viabilidad de las B-CLL durante la primera
y segunda semana luego de establecer los cultivos con las B-CLL (Figura 9). El uso
combinado de la Anexina-V-FITC y el IP permitio identificar las células vivas (no
marcadas), células apoptéticas (se marcan con Anexina-V-FITC o con Anexina-V-
FITC y PE) y células necroéticas (se marcan solo con Pl).

4.3.4.2- Ensayo de deteccién de moléculas de superficie en B-CLL

A partir de los co-cultivos establecidos en los frascos T-25 se evalu6 la
expresion de los marcadores de la tabla 4 (menos CD5 y CD19) a las dos semanas
de establecidos los co-cultivos. Se extrajo el volumen del T-25 y se transfirio a un
tubo Falcon de 15 mL, se lavé con 10 mL PBS-SFB 1X y se centrifugo a 90,6 g. El
botdn celular se resuspendié en PBS-SFB 1% y se contaron las células con una
tincion de azul de tripano, usando un hematocitometro (o camara de Neubauer)
agregando 10 pL de la suspension celular y 10 pL del colorante. Conocida la
concentracion de la suspensioén celular se ajust6é a 2x10° células con PBS-SFB 1%
y se repartieron 100 pL de la suspensién en cada tubo eppendorf para el marcaje,
como se contaba con varios anticuerpos de deteccién en diferentes espectros de
fluorescencia se realizaron las siguientes combinaciones de anticuerpos de
deteccion: autofluorescencia; Isotipo 1gGi/lgGz2a; CD20/IgM; CD55; CD59 vy
CXCR4/CD25, para un total de 5 tubos. Los anticuerpos se incubaron durante 20
minutos en frio y protegido de la luz. Luego se lavaron con PBS-SFB 1% y se
centrifugaron a 362 g (centrifuga eppendorf 5415 C) durante 10 minutos. A finalizar
el lavado se resuspendio el botdn celular en PBS 1X y se transfiri6 el volumen a los
tubos de citometria y se realizé la lectura en el citometro de flujo FACScalibur

(Becton-Dickinson™).
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4.4- Esquema resumen de los cultivos y ensayos realizados
En la Figura 8 se resume en un esquema general de los experimentos y ensayos

realizados en el proyecto

:é; - e SRS
UTC (unidad de terapia celular) IVIC Banco municipal de sangre del D.C
Células madre mesenquimales . Muestras de sangre de pacientes
(MsC) Aislamiento de linfocitos con CLL

por RosseteSep ©

Establecimiento de los co-cultivos Semana 1 Semana 2
(CLL + MSC)

Ensayo de viabilidad

Ensayo de viabilidad
(placa) y caracterizacion
fenotipica (frasco)

Caracterizacion
fenotipica inicial y
i evaluacién de la pureza
Cultivo de MSC de B-CLL aisladas
s CLL CLL
MSC —

Caracterizacion por citometria de flujo
y viabilidad por Anexina-V/PI

Caracterizacion por citometria de flujo

Figura 8. Esquemaresumen de la metodologia de cultivo, co-cultivo, caracterizacién y determinacion de la
viabilidad. Las células B-CLL y MSC fueron aisladas, se establecieron los co-cultivos, y se evaluaron la viabilidad de las B-
CLL durante dos semanas y expresion de marcadores en la superficie solo en la semana dos.

4.5- Andlisis de resultados

El analisis de los resultados de citometria de flujo se realizd utilizando el
programa CellQuest™ vy CellQuest™ pro (BD Biosciences) del citbmetro
FACScalibur de BD™. Algunos graficos de los resultados de citometria de flujo son
mostrados utilizando el programa FCS 4 Express™ Image Cytometry de la

compafia De Novo™.,

Para determinar el porcentaje de células vivas en los histogramas para los
marcajes dirigidos a antigenos de superficie se us6 el control “isotipo” como limite
inferior o valor de corte para considerar un resultado positivo, el valor de intensidad

media de fluorescencia es reportado por el programa de citometria de flujo.
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Para los experimentos de viabilidad se us6 como control en los gréaficos de
puntos el valor de autofluorescencia, el cual sirvid para establecer los cuadrantes
en el andlisis de viabilidad por Anexina-V/ loduro de Propidio, tal como reporta la
casa comercial del estuche. El porcentaje de células no marcadas ubicadas en el
cuadrante inferior izquierdo corresponde a las células vivas. Las células necréticas
se ubican en el cuadrante superior izquierdo y las células apoptoticas en el
cuadrante Inferior derecho. Las células que son doblemente marcadas, ubicadas en
el cuadrante superior derecho (Necréticas-Apoptoticas) se consideran dentro del
porcentaje de células apoptoticas. ElI programa de citometria de flujo calcula el

porcentaje de células en cada cuadrante.

Para determinar las diferencias tanto entre los porcentajes de células
positivas y las intensidades medias de fluorescencia (IMF) de los antigenos de
superficie se us6 un andlisis de t de student pareado comparando los resultados de
la expresion inicial con los obtenidos a la segunda semana, para cada antigeno de
superficie analizado en las B-CLL por citometria de flujo. Para comparar las
diferencias estadisticamente significativas entre las células vivas de los cultivos se
empled la prueba de analisis de varianza de una via (ANOVA por sus siglas en
Ingles) y se compararon los porcentajes de células vivas obtenidos en las diferentes
condiciones en la semana 1 y en la semana 2 (se realiz6 un analisis diferente para
cada semana). Los resultados obtenidos con los medios condicionados talbien se
analizaron utilizando un ANOVA. También se compararon los porcentajes de
apoptosis en las diferentes condiciones luego de la primera semana de co-cultivo
con un ANOVA.
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5- Resultados

5.1- Caracterizacion de Células Madre Mesenquimales

Se evalud la expresion de marcadores de linaje tipicos de MSC en los dos
pacientes utilizados luego de descongelar las células con la finalidad de corroborar
sus caracteristicas de MSC humanas. Las MSC de estos pacientes fueron
previamente caracterizadas mediante citometria de flujo y por su capacidad de
diferenciacion en diferentes linajes antes de la criopreservacion, mostrando
capacidad de diferenciacion osteogénico, condrogénico y adipogénico. En la Figura
9 se reporta un ejemplo representativo, de una caracterizacion fenotipica realizada
por citometria de flujo de las MSC obtenidas de uno de los pacientes utilizados en

este proyecto.
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Figura 9. Histogramas y grafico de puntos obtenidos a partir de la citometria de flujo de las células mesenquimales de un
paciente donde se reporta, una elevada expresion en la superficie de las moléculas CD90, CD49b, CD116, CD29, CD105,
CD73 y ausencia o baja expresion de las moléculas CD34, CD14, CD45, y CD31. El porcentaje de células positivas
determinado por la regién M1 se ha obtenido utilizando el control del isotipo (Histograma Rojo).El eje “Y” corresponde al
numero de eventos del citometro de flujo.
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La Figura 9 muestra una elevada expresion en la superficie de las MSC de
las moléculas CD90, CD49b, CD116, CD29, CD105, CD73 y baja expresion de las
moléculas CD34, CD14, CD45, y CD31.

Luego de realizada la caracterizacion, se realizé el cultivo de MSC en las
placas de 24 pozos y en los frascos de cultivo T25. La figura 10 muestra un cultivo
de MSC con distintas confluencias, A: 20%, B: 70%, C: 100%. En esta fotografia se

evidencia la propiedad de adherencia al plastico formando una monocapa y su

morfologia tipica fibroblastoide.

L : \ £ gL s 100x
o - s - /| ; s
Figura 10: fotografia de cultivo de MSC a diferentes confluencias. A: 20% de confluencia, B:
de confluencia. Se evidencia la morfologia tipica fibrobastoide. Las fotografias fueron capturadas usando una camara
CMOS Camera: 1S1000/ 1S500/ 1IS300/ 1S130 acoplada a un microscopio de fase invertida Zeiss, en un aumento de 100X y
mediante una interfaz proporcionada por el programa IScapture ver. 2.6 de Xintu Photonics Co., Ltd.

5.2- Caracterizacion de los linfocitos B de pacientes con Leucemia
Linfocitica Crénica

Una vez aislados los linfocitos B a partir de la muestra de sangre mediante el
método de RossetteSep® (StemCell tecnologies®) se realizé una citometria de flujo
para determinar su pureza y sus caracteristicas fenotipicas iniciales. La Figura 11
muestra un diagrama de puntos (Dot plot) en donde se observa la expresion de las

moléculas CD5 y CD19, las cuales son expresadas en los linfocitos B leucémicos.
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Figura 11: Diagrama de puntos para un paciente representativo luego del aislamiento de los linfocitos B. En el primer
diagrama se muestra el control de autofluorescencia el cual sirve para fijar el valor de corte. En segundo diagrama se
muestra la poblacién celular (B-CLL) que co-expresé las moléculas CD5 y CD19 con un porcentaje de 92,75%.

En Figura 11 se muestra la poblacion celular que co-expresan los antigenos
CD5/CD19 y que corresponde a las B-CLL. Esta poblacion representa cerca del
92,75% de las células aisladas. Se obtuvieron porcentajes similares (>90%) de

pureza de las B-CLL, en todos los pacientes analizados.

En la Figura 12 se presenta el Inmunofenotipo inicial de los linfocitos B
provenientes de un paciente con CLL, en la que se muestran los histogramas para
las diferentes moléculas analizadas CD20, IgM, CD55, CD59, CXCR4 y CD25. En
cada histograma encontramos el porcentaje de células positivas obtenido a partir de
la comparacién con su respectivo control de isotipo (poblacion coloreada en rojo en
el histograma). También se muestra la distribucién de las B-CLL segun su tamafio

versus su granularidad celular.
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Figura 12.Ejemplo del analisis por citometria de flujo de las B-CLL de un paciente. En la parte superior se muestra un
diagrama de tamafio vs. Granularidad con la poblacion de linfocitos B seleccionada. En la parte inferior se muestran los
histogramas con los diferentes marcadores evaluados inicialmente, el control de isotipo se muestra como la poblacion en
rojo en cada marcaje, en negro la poblacién que expresa ese marcador. El porcentaje de células positivas determinado por
la region M1 se ha obtenido utilizando el control del isotipo (Histograma Rojo).

En general el porcentaje inicial de células positivas para CD20, CD55 y CD59
fue siempre elevado (entre un 90 a un 100% de las células en los pacientes
analizados); por otro lado el porcentaje de células positivas para IgM fue bastante
variable inicialmente, con pacientes con un porcentaje de células positivas superior
al 90% como en el ejemplo de la Figura 12 y otros pacientes con un porcentaje
inferior al 30% de células positivas. Al igual que con CD20, el porcentaje de células
positivas para CXCR4 fue también muy variable, con pacientes con un porcentaje

40



de células positivas muy bajo como el ejemplo de la Figura 12, y otros con
porcentajes superiores al 50%. CD25 fue otro marcador variable entre los pacientes
analizados, con porcentajes de células positivas que iban desde 30 al 80%.

5.3- Variacién en la expresiéon de antigenos de superficie en B-CLL luego del
co-cultivo con MSC

Una vez realizada la caracterizacion de las B-CLL inicial y establecidos los
co-cultivos con las MSC, se evalud la expresion de estos mismos marcadores en
las B-CLL luego de dos semanas de co-cultivo para determinar si habian diferencias
con respecto a la expresion inicial. Para determinar dicha variacién se tomaron en
cuenta dos parametros diferentes; el porcentaje de células positivas para ese

marcador y su intensidad media de fluorescencia (IMF).

En la Figura 13 se muestran las graficas de los promedios obtenidos de los
porcentajes de células positivas (con sus respectivos errores estandares) de todas
las moléculas analizadas, en donde podemos comparar el porcentaje de células
positivas antes de realizar el co-cultivo y luego de dos semanas de co-cultivo con
MSC. No se observaron diferencias significativas para las moléculas CD20, IgM,
CD55 y CD59 en donde los porcentajes de células positivas se mantuvieron casi sin
variacion a las dos semanas de co-cultivo con las MSC. A diferencia de CXCR4, la
cual mostrdé una disminucion significativa (p < 0,05) en el porcentaje de células
positivas luego del co-cultivo con MSC. Por su parte, CD25 mostré un aumento
significativo (p < 0,01) en el numero de células positivas luego del co-cultivo.
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Figura 13. Andlisis del porcentaje de células positivas para los antigenos de superficie en B-CLL. Gréaficos
de barra en los que se representa el promedio del porcentaje de células positivas (con sus respectivos errores estandares)
de cada uno de los antigenos de superficie evaluados en las B-CLL y donde se comparan su valor inicial con el obtenido por
citometria de flujo luego de dos semanas de co-cultivo con las MSC. Se muestra los antigenos de superficie evaluados;
CD20 (n=8), IgM (n=6); CD55 (n=6), CD59 (n=6), CXCR4 (n=6), CD25 (n=7). Se evidencié una disminucion significativa (p <
0,05) en el porcentaje de células positivas para CXCR4 luego de las dos semanas de co-cultivo con las MSC, también se
evidencio un aumento significativo (p < 0,01) en el porcentaje de células positivas para CD25 luego de dos semanas de co-
cultivo con MSC.

Al mismo tiempo, se evalud la variacién en la IMF de las moléculas de superficie
analizadas en las B-CLL antes y después del co-cultivo con MSC; el valor de la IMF permite
determinar han aumentado o disminuido la cantidad de copias del receptor expresadas
sobre la superficie celular. La Figura 14 muestra las graficas de los promedios obtenidos
con su respectivo error estandar, de la IMF inicial y de la obtenida luego de dos semanas
de co-cultivo con las B-CLL. Algunos antigenos de superficie mostraron una disminucion

estadisticamente significativa, tal como CD20 (p < 0,01) e IgM (p < 0,05), luego del co-
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cultivo con MSC. A diferencia de la molécula CD59 la cual mostro un aumento significativo
(p < 0,05) al ser co-cultivadas con las MSC. Para el caso de CD55, CXCR4 y CD25 no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en sus IMF luego de las dos

semanas de co-cultivo.
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Figura 14. Analisis de la intensidad media de fluorescencia para los antigenos de superficie en B-CLL Gréficos de barra en
los que se representa la intensidad media de fluorescencia promedio (con sus respectivos errores estandares) de cada uno
de los antigenos de superficie evaluados en las B-CLL y donde se comparan su valor inicial con el obtenido por citometria
de flujo luego de dos semanas de co-cultivo con las MSC. Se muestra los antigenos de superficie evaluados; CD20 (n=8),
IgM (n=6); CD55 (n=6), CD59 (n=6), CXCR4 (n=6), CD25 (n=7). Se evidencié una disminucion significativa en la IMF para
CD20 (p <0,01) e IgM (p < 0,05) luego de las dos semanas de co-cultivo con las MSC, también se evidencié un aumento
significativo (p < 0,05) en la IMF para CD25 luego de dos semanas de co-cultivo con MSC.
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5.4- Viabilidad en ensayos de co-cultivo y medio condicionado

En los ensayos de cultivo que se realizaron en placas de 24 pozos se evalud
la viabilidad de las B-CLL en condiciones de co-cultivo con MSC y solo con medio,
la Figura 15 se muestra en el panel A una fotografia realizada en un microscopio de
fase invertida luego de una semana de cultivo donde destacan las B-CLL (flecha
azul) de forma esférica en co-cultivo con las MSC (flecha roja) con morfologia
fibroblastoide; en el panel B se muestra una fotografia realizada en un microscopio
de fase invertida luego de una semana de cultivo donde destacan las B-CLL
creciendo solo con medio, los circulos rojos indican células con una morfologia

aparentemente apoptoética o necrdtica (células muertas).

Figura 15. (A) Fotografia de una microscopia de luz luego de una semana de cultivo donde destacan las B-CLL (flecha azul)
de morfologia esférica en co-cultivo con las MSC (flecha roja) con morfologia tipica tipo fibroblasto; (B) Fotografia de una
microscopia de luz luego de una semana de cultivo donde destacan las B-CLL solas, la circulo rojos destacan células con

una morfologia aparentemente apoptética o necrética (células muertas). Las fotografias fueron capturadas usando una
camara CMOS Camera: 1IS1000/ IS500/ 1S300/ 1S130 acoplada a un microscopio de fase invertida Zeiss, en un aumento de
100X y mediante una interfaz proporcionada por el programa IScapture ver. 2.6 de Xintu Photonics Co., Ltd.

Una vez realizados los cultivos, se evalud el porcentaje de células B-CLL
vivas luego de la primera y segunda semana de establecidos los mismos, utilizando
el ensayo de Anexina-V/ loduro de propidio en las distintas condiciones de cultivo
establecidas. En la Figura 16 (A) se muestra un ejemplo representativo de los
resultados obtenidos de un ensayo de evaluacion de la viabilidad por citometria de
fluo a un paciente con CLL. Se puede observar el grafico de tamafio vs.
granularidad, seguido del control de autofluorescencia y los graficos de porcentaje
de células B-CLL vivas cultivadas solo con medio, las B-CLL en co-cultivo con MSC
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y las B-CLL co-cultivadas con las MSC pero separadas por un inserto de 1 um
(ThinCerts™). En el grafico de tamafio vs. granularidad aparece seleccionada la
poblacion de linfocitos B dentro de una region en el grafico; la autofluorescencia
permite establecer el punto de corte para diferenciar un resultado positivo y uno
negativo. En los graficos de anexina-V versus ioduro de propidio se puede observar
como los porcentajes de células vivas para las células B-CLL cultivadas en contacto
directo con las MSC es de 84% y separadas por la membrana de 1 pm son
practicamente los mismos (83%) y estos a su vez son mayores del porcentaje
obtenido al cultivar las células solas (con medio de cultivo) el cual resulto de 38%,

el cual es significativamente menor (Figura 16A).

En la Figura 16 (B) se reporta una grafica, con los promedios de los
resultados obtenidos de los pacientes analizados, del porcentaje de células B-CLL
vivas con sus respectiva barra de error estandar, en los diferentes tipos de cultivos
establecidos, a la primera y segunda semana de establecidos los cultivos con las
MSC. Se realiz6 un Analisis de Varianza para cada semana y las pruebas de
comparaciones multiples (Tukey) para comparar si hay diferencias significativas
entre las diferentes condiciones de cultivo también a cada semana. Algunas de las
células B-CLL colocadas en el inserto de 3 um atravesaron el inserto luego de una
semana de cultivo, por esta razén se decidio evaluar el porcentaje de células vivas
en la fraccién de células que permanecié en la parte superior del inserto (que no
atraveso la membrana) y las que atravesaron la membrana que se encuentran ahora
en contacto con las células madre mesenquimales debajo del inserto; ademas se
realizaron ensayos con un inserto de tamafio de poro menor (1 pum); con este inserto
las B-CLL no atravesaron la membrana, ni durante la primera ni la segunda semana
de cultivo. EI ANOVA arrojo diferencias muy significativas (p=0,001) para la semana
1 de cultivo. La prueba de comparaciones multiples (Tukey) no mostré diferencias
para las condiciones de B-CLL + MSC (n=8), fraccién sin contacto (n=8) y fraccién
en contacto (n=8) en el inserto de 3 um, y B-CLL + MSC separadas por el inserto
de 1um (n=5), por otro lado si comparamos todas las condiciones con las B-CLL
cultivadas solo con medio de cultivo la prueba de Tukey arroja diferencias
significativas. De igual forma para la semana dos, el ANOVA arrojo diferencias
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mucho mas significativas (p=0,0001), la prueba de comparaciones mdultiples (Tukey)
mostro diferencias significativas entre las condiciones de co-cultivo, CLL + MSC
(n=5), fraccién sin contacto (n=5) y fraccion en contacto (n=5) en el inserto de 3
pum, y CLL + MSC separadas por el inserto de 1um (n=4), comparadas con las B-
CLL cultivadas solo con medio (n=5), siendo el porcentaje de células vivas

significativamente menor en esta Ultima condicién.

(A)
. Poblacion B-CLL = Autoflorescencia ot B-CLL - B-CLL + MSC B-CLL + MSC (inserto 1 um)
] -1 :§ - - =
e m-‘:—‘; i o = ‘o
by ch—: s S 5 ]
8- 3 ol — = =
-1 — el = — —
E =X o| 7L =X Y < =% ¢
Al 5| o B o M. Bl .
b 0 S0 02 100 0?8 1 o' w? 10 10t eiﬁmﬁ‘ 102 qo2 qo? 100 10l 10w of
Anexina V
(B) Semana 1 Semana 2
100 100
e® . e Aa
[ A vy [ ]
a g . 4 801 o8- f M
g "= =4
Yy
7 60 T Aaa . 604
k| v Y
S n
‘3 404 s 404
O .
X 204 % 201 22
4
0 r T T T T 0 T T T r r
& P o & & g © ® &
NS NS R S & N o
O o S L&Y o & & & v
&~ S & & @ O & & o
X & o O o o
< © & © @6
& < x & 4 x
< % 23 < i
—_ ) — v
CLL + MSC CLL + MSC

(inserto 3 um) (inserto 3 pum)

Figura 16. Analisis del porcentaje de B-CLL vivas en co-cultivo. (A): se reporta un ejemplo representativo de los resultados
obtenidos de un ensayo de evaluacion de la viabilidad por citometria de flujo a un paciente con CLL. Se muestra el gréafico
de tamafio vs. granularidad, el control de autofluorescencia (control de autofluorescencia el cual sirve para fijar el valor de
corte), los porcentaje de células vivas para las B-CLL cultivada solo con medio, las B-CLL en co-cultivo con MSC y las B-
CLL co-cultivadas con las MSC pero separadas por un inserto de 1 pum (ThinCerts™). (B) se reporta una gréafica con los
promedios de los resultados obtenidos de los pacientes analizados del porcentaje de células vivas con sus respectiva barra
de error estandar para las B-CLL en los diferentes tipos de cultivos establecidos, a la primera y segunda semana de
establecidos los cultivos con las B-CLL. Se realiz6 un ANOVA y una prueba de comparaciones multiples (Tukey) el cual
arroja diferencias significativas (p=0,001) para las condiciones de CLL + MSC (n=8), fraccion sin contacto (n=8) y fraccién
en contacto (n=8) en el inserto de 3 um, y CLL + MSC separadas por el inserto de 1um (n=5) comparadas con B-CLL
cultivadas solo con medio (n=8). De igual forma para la semana dos, el ANOVA arrojo diferencias significativas (para un
p=0,0001), la prueba de comparaciones multiples (Tukey) solo mostro diferencias significativas entre las condiciones de co-
cultivo, CLL + MSC (n=5), fraccion sin contacto (n=5) y fraccion en contacto (n=5) en el inserto de 3 um, y CLL + MSC
separadas por el inserto de 1um (n=4), comparadas con las B-CLL cultivadas solo con medio (n=5).
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También se evaluaron los porcentajes de apoptosis de los mismos pacientes
a la primera semana de establecer los co-cultivos. En la Figura 17 se muestra los
porcentajes de apoptosis con sus respectivas barras de error estdndar. Podemos
observar que en las condiciones de co-cultivo el porcentaje de apoptosis (obtenido
de la suma de los porcentajes de células apoptéticas con las apoptoticas-necréticas
en los gréficos de puntos en las citometria de flujo) fue relativamente bajo con
respecto al porcentaje de apoptosis de las B-CLL cultivadas solo con medio (n=8)
el cual fue variable con un valor promedio superior a las otras condiciones. Se
realizo la prueba de ANOVA, la cual fue estadisticamente significativa (p=0,01) y la
prueba de comparaciones multiples (Tukey) revel6 diferencias significativas entre
B-CLL cultivadas solo con medio (n=8) con respecto a las B-CLL + MSC (n=8),
fraccion sin contacto (n=8) y fraccion en contacto (n=8) en el inserto de 3 um, y B-
CLL + MSC separadas por el inserto de 1um (n=5). Por otra parte, no se encontraron
diferencias significativas cuando se compararon cada una de estas condiciones
entre si: B-CLL + MSC (n=8), fraccién sin contacto (n=8) y fraccién en contacto

(n=8) en el inserto de 3 um, y B-CLL + MSC separadas por el inserto de 1um (n=5).
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Figura 17. Andlisis del porcentaje de apoptosis de B-CLL vivas en co-cultivo. Muestra una gréfica del porcentaje de
apoptosis en las diferentes condiciones de cultivo con sus respectivas barras de error estandar a la primera semana. Se
realiz6 una prueba de ANOVA la cual fue estadisticamente significativa (p =0,01), la prueba de comparaciones mdltiples

(Tukey) revel6 diferencias significativas entre las CLL + MSC (n=8), fraccién sin contacto (n=8) y fraccién en contacto (n=8)
en el inserto de 3 um, y CLL + MSC separadas por el inserto de 1um (n=5), con respecto a las CLL solo con medio (n=8).
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También se realiz6 el analisis del porcentaje de células B-CLL vivas luego
del cultivo en medio condicionado (MC) de MSC o medio condicionado obtenido del
co-cultivo MSC y B-CLL (MC de la interaccion). La Figura 18 muestra el porcentaje
de células B-CLL vivas con su respectiva barrar de error estandar luego el cultivo
en MC (n=7) o en MC de la interacciéon (MCi) (n=4), comparado con el porcentaje
de células B-CLL vivas en co-cultivo con MSC (n=7) y B-CLL cultivadas solo con
medio de cultivo (n=7), luego de la primera semana. Se realiz6 un andlisis de
ANOVA que mostré que las diferencias entre las diferentes condiciones son
estadisticamente significativas (p=0,002). La prueba de comparaciones multiples
(Tukey) realizada revel6 que el porcentaje de células vivas es significativamente
mayor en la condicion donde las B-CLL fueron cultivadas en MCi con respecto al
cultivo en MC y al co-cultivo B-CLL + MSC. Sin embargo el MCi mostro un gran
porcentaje de variabilidad (con un error estandar de 15,91). Por otro lado, el medio
condicionado (MC) resulté no ser significativo con respecto a las B-CLL solo con

medio.
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Figura 18. Andlisis del porcentaje de B-CLL vivas en cultivo con medio condicionado. Gréfica en la que se muestra el
porcentaje de células vivas con su respectiva barra de error estandar del medio condicionado (MC) (n=7) y medio
condicionado de la interaccion (MCi) (n=4) comparado con el porcentaje de células vivas en co-cultivo (n=7) y B-CLL solo
con medio de cultivo (n=7) a una semana de establecer el cultivo con las B-CLL. El ANOVA fue estadisticamente
significativo (p=0,002), la prueba de comparaciones multiples (Tukey) revel6 que existen diferencias entre el MCi con
respecto al MC y las CLL + MSC. Por otro lado las CLL + MC se comportan igual que las CLL solo con medio.
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6- Discusioén

El objetivo principal de este trabajo fue estudiar la interaccion de las B-CLL
con las MSC. Estas células estromales, eran provenientes de muestras de médula
O0sea de donantes sanos desde el punto de vista hematolégico, que fueron
previamente aisladas y cultivadas en la Unidad de Terapia Celular donde (UTC)
donde fueron confirmadas como MSC debido a que presentaron caracteristicas
distintivas de este tipo celular. Sin embargo, se realizO nuevamente su
caracterizacion fenotipica luego de ser descongeladas éstas células MSC
criopreservadas en la UTC. En la Figura 9 se evidencia que el fenotipo de las MSC
coincide con el fenotipo reportado por la ISCT (The Mesenchymal and Tissue Stem
Cells Committe of the International Society for Cellular Therapy) y Dominici y
colaboradores (2006), donde se observa una alta expresion de las moléculas CD90,
CD49b, CD116, CD29, CD105, CD73 y ausencia o baja expresion de las moléculas
CD34, CD14, CD45, y CD31.

Adicional, a la expresion de CD90, CD73 y CD105 que se pueden considerar
como los marcadores de MSC mas importantes segun el ISCT, también se observa
la expresion de CD49b y CD29 dos integrinas involucradas en la adhesién celular.
Se evidencia también la ausencia o baja expresiéon de CD34, CD45 y CD31
presentes en células progenitoras hematopoyéticas, leucocitos y células
endoteliales. Por otra parte, en el cultivo se evidencié la morfologia tipica
fibroblastoide y su capacidad para adherirse al plastico como se muestra en la
Figura 10. Las evidencias mostradas anteriormente nos permitieron reconfirmar la
presencia de MSC provenientes de los dos pacientes usados de la UTC para su
utilizacion en los co-cultivos con las células B provenientes de pacientes con

leucemia linfocitica crénica.

La leucemia linfocitica cronica ha sido reconocida como el resultado de la
acumulacion en sangre periférica y organos de linfocitos B que son deficientes en
el proceso de apoptosis. Sin embargo, estas celulas cuando son aisladas sufren
rapidamente de apoptosis in vitro. Estos hallazgos han llevado a sugerir que el

microambiente es necesario para el mantenimiento de la supervivencia de las B-
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CLL in vivo. Sin embargo, pocos trabajos han evaluado el efecto de la interaccion
de las B-CLL con células de su microambiente, tales como las células estromales
de médula 6sea (BMSC). Las BMSC, especificamente las MSC, han demostrado
mantener vivas las B-CLL cuando se cultivan ambos tipos celulares in vitro.

(Lagneaux y col., 1998; Kay y col., 2007; Ding y col., 2009).

Los pacientes leucémicos utilizados en este estudio son previamente
diagnosticados en el Banco de Sangre del DC, en el laboratorio se realizé el
aislamiento de los linfocitos B de la sangre de los pacientes. Luego del aislamiento
se procedid a evaluar la pureza del aislado enriquecido en B-CLL mediante la
evaluacion de la co-expresion de CD5/CD19. Se ha demostrado que las células B-
CLL co-expresan antigenos de células T como CD5 con antigenos de células B
como CD19 (Moreau y col., 1997; Ginaldi y col., 1998; Campo y col., 2008). Para
evaluar la co-expresion se realizé un marcaje doble con un anticuerpo anti-CD5 y
uno anti-CD19 con diferentes fluorocromos, el diagrama de puntos de la Figura 11
evidencia que mas del 90% de las células aisladas son células tipo B-CLL ya que
co-expresan CD5/CD19 en su superficie, resultados similares se obtuvieron en el

resto de los pacientes.

La interaccién entre las B-CLL y las MSC parece no solo reducirse a efectos
sobre la viabilidad de las B-CLL, sino que ademas las MSC parecen estimular
cambios en la expresion de diversas moléculas de superficie en las B-CLL, por esta
razon antes de establecer los co-cultivos con las MSC se evalud la expresion inicial
de algunas moléculas de superficie como CD20, CXCR4, CD25, CD55 y CD59
(Figura 12). La expresion inicial de estas moléculas fue muy variable, en términos
de porcentaje de células positivas e intensidad media de fluorescencia (IMF) entre
cada paciente analizado, lo que podria estar o no relacionado con el prondéstico de

la enfermedad o bien con el proceso de evolucién de la enfermedad.

Luego de establecidos los co-cultivos con MSC, la interaccion con las células
estromales ocasion6 cambios significativos en la expresion de moléculas como
CD20, en el cual se observo una disminucion significativa en la IMF para esta

molécula luego de dos semanas de co-cultivo (Figura 14), por otro lado no se
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observé diferencias significativas en el porcentaje de células positivas para este
marcador (Figura 13). La expresion de CD20 esté restringida al linaje de células B,
incluyendo la mayoria de las neoplasias de linfocitos B. Este resultado que sugiere
gue el microambiente modula la expresion de CD20 en la superficie de las B-CLL,
resulta de mucha importancia ya que podria explicar por qué se reporta una baja
eficacia de tratamientos dirigidos hacia dicha molécula en pacientes con CLL (como
es el uso clinico de Rituximab), donde su uso como Unico agente para el tratamiento
de CLL es raro debido a que se ha reportado que la mayoria de los pacientes son
refractarios al agente terapéutico ademas de mostrar una actividad limitada (Huang
y col., 2008; Gentile y col., 2010).

Rituximab (comercializado como Rituxan®) es un anticuerpo monoclonal
qguimérico murino/humano, obtenido por ingenieria genética que representa una
inmunoglobulina glucosilada con las regiones constantes de la IgG1 humana y las
secuencias de las regiones variables de las cadenas ligeras y cadenas pesadas
murinas; como ya se mencion6 Rituximab esta dirigido contra el antigeno CD20,
una fosfoproteina no-glucosilada (Gentile y col., 2010). El dominio Fapb de Rituximab
se une al antigeno CD20 de los linfocitos B para activar funciones efectoras que
median la lisis de células B via dominio Fc. Los mecanismos posibles de la lisis
celular incluyen citotoxicidad dependiente de complemento (CDC) como resultado
de la union de Clq, y la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC)
mediada por uno o mas receptores Fcy de la superficie de los granulocitos,

macrofagos y células NK (Wood, 2001).

Takei y colaboradores demostraron en el 2006 que la modificacion en la
expresion de CD20, CD55 y CD59 en lineas celulares leucémicas modificaba la
actividad efectora de Rituximab in vitro (Takei y col., 2006). La molécula CD55 no
mostro variaciones en la expresion luego del co-cultivo, cabe destacar que el
antigeno se expreso en casi el 100% de las células (Figura 13) pero con una IMF
relativamente baja (Figura 14) lo que significaria que se expresan pocas copias de
la proteina en la superficie celular, sin embargo, en condiciones de co-cultivo dicha

expresion se mantiene constante. CD55 es también conocida como factor
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acelerador de la degradacion (DAF, por sus siglas en inglés) es una proteina fijada
covalentemente en la membrana plasmatica y se encarga de disociar la convertasa
C3 por lo que actua regulando la via clsica y alterna del sistema de complemento
(Kindt y col., 2007), por esta razon evaluamos la molécula CD55 sobre el linfocito
B-CLL ya que podria actuar limitando la accion de Rituximab a nivel de su actividad

efectora, sin embargo, ésta se mantuvo constante durante el co-cultivo.

En contraste, la molécula CD59 aumento su expresion luego de dos semanas
de co-cultivo evidenciado por un aumento en la intensidad media de fluorescencia
(IMF) (Figura 14), pero no en el porcentaje de células positivas. Es la primera vez
que se reporta el aumento de este receptor en las B-CLL luego del co-cultivo con
las MSC. CD59 también conocido como factor de restriccion homologo (HRF, por
sus siglas en inglés), o también llamado inhibidor de lisis reactiva (MIRL) evita el
ensamblaje de poli-C9 y bloquean la formacién del complejo de ataque a membrana
(MAC, por sus siglas en inglés) (Kindt y col., 2007), por lo que el aumento de la
expresion de dicho factor en condiciones de co-cultivo en la membrana celular de
los B-CLL podria estar relacionada con la resistencia a Rituximab ya que podria
estar frenando la actividad efectora del agente terapéutico sobre las B-CLL. Si bien
Takei y colaboradores demuestran que diferentes niveles de expresion de CD20,
CD59 y CD55 afectan la actividad de Rituximab en diferentes lineas celulares, no
podemos asegurar que lo mismo ocurre en las B-CLL en presencia de las MSC, se
deberian de realizar ensayos en presencia de Rituximab y en co-cultivo con células
efectoras, tampoco se conoce de qué manera las MSC modulan la expresion de
estos antigenos en las B-CLL. Se podria sugerir un modelo de dicha interaccién en

las B-CLL como el que se presenta en la Figura 19.
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Figura 19. Posible mecanismo sugerido mediante el cual las MSC podrian afectar indirectamente la efectividad de
Rituximab. La disminucién de CD20 y el aumento en la expresion de CD59 podrian afectar la via clasica de complemento
mediante la cual actian los mecanismos de Rituximab. (¢,?: No hay evidencias de si las MSC modulan la expresion de
CD55).

Por otro lado CXCR4 el receptor para la quimiocina CXCL12 también mostro
una disminucién significativa en el porcentaje de células positivas para dicho
antigeno (Figura 13), pero no para la IMF (Figura 14). Se ha demostrado que
CXCR4 es funcionalmente activo y participa activamente en la migracién de las B-
CLL hacia el microambiente en la médula 6sea (Burger y col., 1999; Burger y Kipps,
2006), por lo tanto la asociacién entre la expresién del receptor de quimiocinas
CXCR4 y la supervivencia es consistente, y la regulacion negativa de CXCR4
observada en las células B-CLL (Figura 14) co-cultivadas con MSC igualmente es
consistente con los datos ya reportados por Burger y colaboradores en 1999. Sin
embargo, Burger reporta que solo la fraccion de B-CLL adheridas a las MSC
presenta un cambio en la expresion de CXCR4 a través de una RT-PCR (Burger y
col., 1999), a diferencia de nosotros que observamos dicho cambio en las B-CLL
gue se encuentran no adherentes sobre las MSC. Surge entonces la interrogante
de cdmo se esta regulando la expresion de CXCR4 si no es solo por el contacto
directo célula-célula. Se tendria entonces que evaluar la expresion de CXCR4 en

experimentos de co-cultivo indirecto usando insertos, para averiguar si la regulaciéon
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negativa del receptor ocurre también en ese caso. Este receptor resulta una
importante blanco terapéutico ya que se sabe que el fendmeno de recirculacion
(Homing) en la medula ésea ocurre por el gradiente de CXCL12 en el microambiente

tumoral.

Ademés de evaluar antigenos posiblemente relacionados con los
mecanismos de resistencia a anticuerpos terapéuticos comerciales, y el receptor
CXCR4 relacionado con la quimiotaxis, se evaluo también un antigeno relacionado
con la activacion de los linfocitos B como lo es la molécula CD25; la cual es una
proteina transmembrana presente en varios tipos de células inmunoldgicas
activadas y que forma parte del receptor de IL-2. Los resultados observados en las
Figuras 13 y 14 evidencian un aumento significativo en el porcentaje de células
positivas para CD25 en las CLL (no aumenta la IMF), esto parece indicar que las B-
CLL se activan luego del co-cultivo con las MSC. CD25 parece estar relacionado
con un mal prondéstico en CLL, expresado en muchos pacientes refractarios para
agentes quimioterapéuticos como fludarabina (Frankel y col., 2003; Morgan y col.,
2004), por esta razon desde el 2003 se esta estudiando la posibilidad de usar un
agente terapéutico en pacientes de CLL dirigido al receptor de IL-2 (Ontak de
Seragen, Inc., Hopkinton, MA, USA); Ontak es una proteina de fusién que consiste
en IL-2 y toxina diftérica, este agente es actualmente usado solo en linfoma cutaneo
de células; T. Frankel y colaboradores demuestran su efectividad en fase dos de un
estudio clinico de fase dos en CLL, demostrando disminucion de la linfocitosis en
sangre periférica y médula 6sea, por su parte, Morgan y colaboradores lo confirman
en un estudio independiente. El incremento de CD25 en condiciones de co-cultivo
con MSC humanas ya habia sido reportado por Ding y colaboradores, pero solo a
las 48 horas de co-cultivo, a diferencia de nuestro estudio que evaluamos su
expresion luego de dos semanas (Ding y col., 2009). Resultaria interesante evaluar
la efectividad de Ontak sobre los linfocitos B-CLL luego de su co-cultivo con las MSC
donde la expresion de esta molécula ha sido incrementada en comparaciéon a B-

CLL frescas.
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Otro de los antigenos evaluados fue IgM, que forma parte del receptor de
linfocitos B (BCR, por su siglas en inglés), existe evidencia que demuestra que la
estimulacion por esta via induce sefales de proliferacion y supervivencia. En
experimentos de co-cultivo entre B-CLL y células estromales de médula Osea
humana se ha demostrado también la activacion de Syk y Akt, los bloqueos de estas
sefiales inducen una disminucién de proteinas anti-apoptoticas como Mcl-1 de
modo que se antagoniza el efecto de proteccién del microambiente (Woyach y col.,
2012). En nuestro trabajo nosotros reportamos una disminucion en la expresion de
IgM evidenciada por la disminucion significativa en la IMF luego de dos semanas de
co-cultivo con las MSC (Figura 14). Este resultado podria sugerir que el receptor
esta siendo regulado negativamente e indirectamente por las sefiales del
microambiente luego de la activacion por la via del BCR, no tenemos evidencia
suficiente para asegurarlo pues tendriamos que estudiar el efecto de activacion de
las B-CLL vy utilizar inhibidores o estimuladores de las sefiales del receptor, sin
embargo podemos decir que aparentemente la disminucién del receptor parece
estar relacionada con las sefales que reciben las B-CLL por parte de las MSC. Por
otra parte, aun se desconoce coOmo es el proceso de presentacion antigénica de las
B-CLL (Deglesne y col., 2006), ademas todo parece apuntar a un incremento en el
metabolismo celular posterior a la estimulacion del BCR en las B-CLL que esta
altamente relacionada con las sefiales de supervivencia y proliferacion (Deglesne y
col., 2006), de ahi la importancia que reside el estudio de la modulacion de la
expresion de BCR. Actualmente se encuentran en fase clinica anticuerpos
terapéuticos dirigidos a bloquear la activacion del BCR a través de inhibidores de

quinasas en la via de activacién de BCR (Woyach y col., 2012).

Todas estas evidencias junto con las ya reportadas nos permiten sugerir que
el microambiente tumoral en este trabajo representado por las MSC aparentemente
induce cambios en la expresién de ciertas moléculas de superficie en las B-CLL que
podrian participar en el mantenimiento de la supervivencia de dichas células y en

la posible resistencia a diferentes agentes terapéuticos.
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En un intento por evaluar de qué manera las células estromales afectan la
viabilidad de las B-CLL se realizaron ensayos de co-cultivo directo, indirecto y con
medio condicionado. En un ensayo de co-cultivo normalmente se compara la
viabilidad de las células en presencia de las células soporte (en este caso las MSC)
y en ausencia de las mismas (creciendo solo con medio); en la Figura 15 se muestra
una fotografia de las B-CLL cultivas junto con las MSC y las B-CLL cultivadas solo
con medio durante la primera semana. Se evidenciaron diferencias en la morfologia
de las células en ambas condiciones de cultivo, en el co-cultivo B + MSC, las B-CLL
muestran una morfologia esférica tipica de linfocitos B, sin signos aparentes de
apoptosis; a diferencia de las células B-CLL cultivadas solas donde se evidencian
las células B con una morfologia aparentemente apoptética y/o necrética. La
evidencia fotogréafica no es suficiente para determinar en qué fase de muerte celular
se encuentran las mismas, de manera que se utilizé el ensayo de Anexina-V/ loduro
de propidio el cual permite, mediante citometria de flujo, discriminar las células vivas
0 viables de las células muertas o no viables apoptéticas y/o necréticas. Estos
ensayos se realizaron en las diferentes condiciones de co-cultivo en todos los

pacientes procesados.

Los ensayos de co-cultivo indirecto consistieron en un dispositivo especial
conocido como inserto, que separa las B-CLL de las MSC adheridas al fondo del
pozo de cultivo como se indica en la Figura 7, pero mantiene a las células
conectadas a través del medio de cultivo. Cuando se planificé dicho experimento se
utilizé un inserto de tamafio de poro 3 um basados en que el diametro celular
promedio de estas células es igual al didmetro promedio de un linfocito B normal
(entre 10 a 15 um) (Fayad y O'brien, 2005). Sin embargo, transcurrida una semana
de establecido el ensayo de co-cultivo indirecto nos dimos cuenta que algunas
células atravesaron el inserto, hacia la parte inferior del pozo donde se encontraban
las MSC y otras permanecieron en la parte superior del inserto incluso luego de las
dos semanas de co-cultivo, esta particularidad nos permitié evaluar la fraccién en
contacto directo con las MSC y la fraccion que permanecio en el inserto. Durante la

segunda semana de co-cultivo, las células aun permanecieron separadas en dos
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fracciones, una fraccion celular en la parte superior del inserto y otra en la parte

inferior.

Este fendmeno se observé en todos los pacientes en el estudio, lo que podria
significar que las células atraviesan la membrana siguiendo un gradiente de
concentracion de quimiocinas (CXCL12) tal y como lo reportan Burger y
colaboradores en su trabajo al demostrar la funcionalidad del receptor CXCR4 en
las CLL, sin embargo ellos usaron un inserto de 5 um en sus experimentos de
migracion. Hasta ahora no esta reportado que las B-CLL atraviesen un tamafio de
poro de 3 um, y que una fraccion de estas células permanezca en la parte superior
sin atravesar el inserto; esto Ultimo podria significar que existe una fraccion de la
poblacién celular de mayor tamafio incapaz de atravesar el inserto; o que una
poblacién de células tengan una mayor expresion de CXCR4. La manera en la que
una célula de 10 um de didmetro puede atravesar un espacio de 3 um podria
explicarse por el fendmeno de diapédesis que ocurre durante el rodamiento de
leucocitos sobre el endotelio vascular, en este fenGmeno ocurre una reorganizacion

del citoesqueleto en las células (Ransohoff y col., 2003).

Como el objetivo de este ensayo era que las células no atravesaran el inserto
para poder estudiar el co-cultivo indirecto entre las B-CLL y las MSC, se decidi6
evaluar la viabilidad de las células de la fraccién que permanecio en la parte superior
y la parte inferior del inserto de 3 um, ademas de evaluar las células colocadas en
un inserto de tamafio de poro menor (1 um), en el cual probamos que las células no
atravesaban la membrana ni durante la primera ni la segunda semana de co-cultivo.
Nuestros resultados muestran que el porcentaje de células vivas obtenido en el co-
cultivo, el co-cultivo indirecto con inserto de 3 pum (arriba y abajo) y de 1um es
significativamente mayor al obtenido con las B-CLL cultivadas solo con medio
(Figura 16). Los porcentajes de células vivas entre las condiciones de co-cultivo
directo e indirecto son muy similares. De igual forma durante la semana 2 las
diferentes formas de co-cultivo mostraron un porcentaje de viabilidad superior al

obtenido con las B-CLL solo con medio. El porcentaje de células vivas se mantiene,
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para los co-cultivos, desde la semana uno a la semana dos, sin mostrar diferencias

significativas (Figura 16).

Estos resultados sugieren que el contacto directo célula-célula no es
necesario para mantener la alta viabilidad de las B-CLL in vitro, lo que significaria
gue gran parte de las interacciones que mantienen vivas a las B-CLL en el co-cultivo
con las MSC estan mediadas por factores solubles. La elevada viabilidad de las B-
CLL se observé luego de la primera y segunda semana de co-cultivo, lo que sugiere
gue los factores solubles son capaces de mantener los cultivos durante un tiempo
prolongado. Estos resultados generan aiun mas interrogantes sobre como son las

interacciones entre el microambiente y las B-CLL.

Una alta viabilidad de las B-CLL en co-cultivos en contacto directo con MSC
ya habia sido reportada en los trabajos de Ding y colaboradores y Kurtoba vy
colaboradores en el 2009, pero solo fue evaluada luego de 72 horas de co-cultivo
(Ding y col., 2009; Kurtova y col., 2009), nuestros ensayos lograron mantener un
porcentaje de células vivas entre un 60 y 90% (dependiendo del paciente), hasta
dos semanas de co-cultivo directo (Figura 16), asi como en co-cultivos indirectos,
algo que hasta la fecha no habia sido reportado. También evaluamos el porcentaje
de células apoptoticas en los mismos pacientes y observamos que el porcentaje de
apoptosis en los co-cultivos (directos e indirectos) fue significativamente inferior al
observado en el cultivo de B-CLL solo con medio (Figura 17), lo cual es consistente
por el efecto anti-apoptético de las MSC. El porcentaje de apoptosis de las B-CLL
solo con medio es algo variable debido a que en ocasiones para la primera semana
muchas de las B-CLL ya se encuentran en fase de necrosis celular, lo cual no se ve

reflejado en el porcentaje de apoptosis.

Para probar el posible efecto de los factores solubles sobre las B-CLL se
realizaron experimentos utilizando medio condicionado obtenido de las MSC y
medio condicionado obtenido luego una semana del co-cultivo de MSC y B-CLL, los
resultados obtenidos (Figura 18) evidencian que el medio condicionado (MC)
produjo un porcentaje de células vivas muy bajo en comparacién al co-cultivo

ademas de ser muy similar al de las B-CLL cultivadas solo con medio, por otro lado
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el medio condicionado mostré un efecto intermedio, y logré mantener el porcentaje

de células vivas sin llegar a ser igual que en el co-cultivo, parece que hacen falta

mas casos para aclarar el efecto del medio condicionado de la interaccion.

Los resultados obtenidos a partir de los ensayos de co-cultivo nos permiten

establecer varias hipotesis sobre lo que podria estar ocurriendo entre las B-CLL y

las MSC en el co-cultivo indirecto. La Figura 20 muestra alguno de los modelos de

las posibles interacciones en el sistema in vitro propuestos en este trabajo.
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las B-CLL en cierta
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Figura 20. Hipotesis de algunas de las posibles formas de interaccion entre las B-CLL y las MSC en el sistema de co-cultivo

indirecto.

La hipotesis del sistema Unidireccional, y Unidireccional Autocrino es la
menos probable de todos, en primer lugar porque el Medio Condicionado no mostro
tener un efecto significativo sobre la viabilidad de las B-CLL y en segundo lugar
porque ha sido reportado la activacién de las MSC durante los ensayos de co-cultivo
(Deglesne y col., 2006; Ding y col., 2009; Woyach y col., 2012). Sin embargo, no se
puede descartar que los factores que producen las MSC de forma constitutiva sean

los responsables de la supervivencia de las B-CLL ya que el medio condicionado
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obtenido por nosotros podria no tener una concentracion adecuada de dichos

factores.

El resto de las hipétesis establecen que el sistema es bidireccional, esto
supone mayor complejidad a la hora de buscar las posibles moléculas implicadas
en la interaccion. En el sistema bidireccional, las B-CLL siempre producen factores
gue activan a la monocapa de MSC y estas producen otros factores que de manera
directa o indirecta afectan la supervivencia de las B-CLL, por lo que se establece un
complejo sistema cruzado de interaccion cuya complejidad podria ser analizada
usando un sistema de microarreglos de ARN para las MSC y las B-CLL comparando
la expresion de ciertos genes en condiciones de co-cultivo indirecto con respecto a
un cultivo simple, también se podria usar microarreglos proteicos para determinar
la presencia de factores solubles en el medio condicionado de los diferentes tipos
de cultivo. Sin embargo, una forma méas simple de comenzar dicha busqueda es
analizando los factores solubles en los sobrenadantes de los cultivos mediante
ELISA, con esta metodologia solo podriamos conocer que factores estan implicados
en el proceso, pero seria muy dificil establecer cuales factores estan siendo
producidos por un tipo celular u otro. Entre los factores que podrian ser producidos
por la MSC encontramos citoquinas y quimiocinas que forman parte del perfil de
moléculas secretadas por las MSC, como IL-6 que es una citoquina pro-inflamatoria
con efectos en la hematopoyesis y regulacion de linfocitos By T; IL-1, citoquina pro
inflamatoria que actta sobre linfocitos B, T y monocitos; IL-10 que es una citoquina
que estimula la proliferacion en linfocitos B (Fainboim y Geffner, 2005). Otros
factores que también podrian intervenir son VEGF o factor de crecimiento endotelial
vascular, BAFF o factor de activacion de células B, APRIL que estimula la
diferenciacion de linfocitos B primarios, ademas de quimiocinas como CXCL12 y
CXCL13y otras como CCL19 y CCL21.

Los resultados de este trabajo confirman que las interacciones implicadas en
el microambiente tumoral de las B-CLL son muy complejas. Confirman ademas la
importancia de las MSC como “células soporte” de las B-CLL pudiendo mantener la

viabilidad hasta dos semanas en condiciones de cultivo directo e indirecto, que
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nunca habia sido reportada y sugieren que los factores solubles producidos en el
co-cultivo son los responsable de mantener viables las células B leucémicas.
Adicionalmente, esta interaccion no solo afecta la supervivencia de las B-CLL, sino
gue ademas parecen modificar la expresion de moléculas presentes en la B-CLL
que podrian estar implicadas en la resistencia observada a los tratamientos
actuales. En la actualidad se ha enfocado la investigacién en el desarrollo de
tratamientos dirigidos a impedir la interaccion de las B-CLL con las células que
conforman su microambiente; de manera que un mayor conocimiento de esta
interaccion permitird el desarrollo de tratamientos de mayor efectividad para

pacientes que padecen de esta enfermedad.
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7- Conclusiones

El co-cultivo directo con MSC humanas permiti6 mantener la supervivencia
de las B-CLL hasta dos semanas.

Las células madre mesenquimales regulan la expresion de algunas
moléculas sobre células B de pacientes con CLL luego de dos semanas en
co-cultivo.

El co-cultivo de B-CLL con MSC humanas disminuyé la expresion de la
molécula IgM lo que sugiere que el receptor se esta regulando negativamente
en la superficie de los linfocitos B, ademas se observéd una disminucién de
CD20 lo que trae como consecuencia una disminucion en el ligando de
Rituximab, conjuntamente se observé un aumento en la expresion de CD59
sobre la superficie de las B-CLL lo que sugiere que la via de complemento.
La disminucién en la expresion de CD20 y el aumento en la expresion de
CD59 podria explicar la baja respuesta a Rituximab en los pacientes cuando
es utilizado como monoterapia en clinica.

El co-cultivo de B-CLL con MSC humanas aumento el porcentaje de células
gue expresan la molécula CD25, lo que sugiere que las células estan
activadas, y disminuy6d el porcentaje de B-CLL que expresan el receptor
CXCR4 lo que sugiere una regulacién negativa del receptor y del fenébmeno
de migracion.

El co-cultivo indirecto de B-CLL y MSC mantuvo la supervivencia de las B-
CLL hasta dos semanas lo que podria significar que la supervivencia
depende de factores solubles.

El medio condicionado de las células madre mesenquimales no tiene ningun
efecto sobre la supervivencia de las B-CLL.

El co-cultivo con medio condicionado de células madre mesenquimales
parece sugerir que el mecanismo de interaccion entre las B-CLL y las MSC

es bidireccional e inducido por los linfocitos B leucémicos.
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8- Recomendaciones

Estudiar los factores solubles presentes en el medio condicionado del co-
cultivo para determinar cuales participan en la supervivencia de las B-CLL.
Estudiar la regulacion sobre la expresion de otras moléculas de superficie en
linfocitos B de pacientes con CLL luego de su co-cultivo con MSC humanas.
Estudiar el efecto de drogas como rituximab sobre las B-CLL cuando son
cultivadas con MSC humanas a fin de profundizar los resultados obtenidos
con CD20 y CD59.

Estudiar las consecuencias de la disminucion de CXCR4, en los linfocitos B
luego del co-cultivo con las MSC, sobre su capacidad de migracion.
Incrementar el nUmero de pacientes a analizar en los diferentes ensayos para

disminuir el error asociado.
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10- Anexos

- Protocolo y consentimiento informado para la toma de la muestra de sangre
del paciente con CLL en el Banco de Sangre del D.C.
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PROTGCOLO DE ESTUDIO DE LEUCEMIA LINFOCITICA CRONICA

Invitacion a participar en un proyecto de investigacion clinico denominado “LEUCEMIA
LINFOCITICA CRONICA: DETERMINACION DE ZAP- 70, CD 38 Y MUTACIONES
SOMATICAS DE LOS GENES QUE CODIFICAN PARA LA CADENA PESADA DE
INMUNOGLOBULINAS COMO MARCADORES PRONOSTICOS” y “EXPRESION
DE MARCADORES EN.LEUCEMIA LINFOCITICA CRONICA (LLC): ESTUDIO
CLINICO EXPERIMENTAL EN VENEZUELA”

Usted tiene el diagnostico de Leucemia Linfocitica Crénica (LLC), una enfermedad
que se carecteriza por la acumulacion de un tipo de glébulo blanco anormal Hamado
linfocito, de apariencia madura, con un curso variable, en la cual algunos pacientes
pueden esiar estables por afios, mientras que otros pacientes pueden progresar
rapidamente, requiriendo tratamiento. Esta enfermedad afecta mas frecuentemente a
adultos en  Europa y Estados Unidos; los médicos e investigadores de Venezuela estan
conscientes de las principales caracteristicas y evolucion de la enfermedad por los reportes
que surgen principaimente de las publicaciones realizadas en esos pafses, sin embargo
existe insuficiente conocimiento cientifico acerca de las caracteristicas de la patologia en
nuestro pafs.

Su médico hematdlogo esta participando como investigador en un estudio
multicéntricc entre: Banco Municipal de Sangre (BMS), Instituto de Biologia
Experimental de la Universidad Central de Venezuela (IBE-UCV), Unidad de
Investigaciones en Inmunologfa de la Universidad de Carabobo (UNIVENIN-UC), CHU
Hospital de Avicenne en Francia, Universidad de Paris Xill e Instituto de Investigaciones
Cientificas de Venezuela (IVIC) el cual tiene como objetivos

l-La realizacion de pruebas de laboratorio que tienen utilidad pronostica:
marcadores celulares, plasmaticos (biomarcadores), genéticos y moleculares de los genes
de Inmunoglobulinas, usando ADN extrafdo a partir de muestras de sangre.

2. La evaluacion de las caracteristicas epidemiolégicas de los pacientes, como sexo,
edad, origen de los ancestros, tiempo desde el diagndstico hasta el primer tratamiento,
evolucion de la enfermedad. etc., los cuales se tabularan en una base de datos denominada
PROTOCOLO DE ESTUDIO DE LEUCEMIA LINFOCITICA
CRONICA

Los pacientes en el futuro puedan beneficiarse del conocimiento obtenido de los
resultados de éste estudio, el cual dara informacién en relacion al prondstico de la
. enfermedad y esto ayudard a su médico al momento de decidir el tratamiento.

A usted se le tomara una muestra de sangre de aproximadamente 20 ml (equivalente
a 5 tubos de hematologia), por puncion de la vena del pliegue del codo. Cuando se realiza
la obtencién de dichas muestras puede presentarse dolor en el sitio de la extraccion 0 la
aparicion de hematomas, puede requerirse la toma de una segunda mues confirmar
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PROTOCOLO DE ESTUDIO DE LEUCEMIA LINFOCITICA CRONICA

Usted conocera los resultados de los estudios de éstas pruebas. Estas pruebas se
realizaran sin costo alguno y los participantes no recibiran retribucion alguna por ¢ste
estudio

Su decision para formar parte de éste estudio es voluntaria, usted puede no aceptar
participar si no lo desea, sin dar explicaciones, esto no afectara la calidad de la atencion
que recibe ni modifica el tratamiento que recibe. Si no acepta, no habra cambios de ningin
tipo en su tratamiento o en fa relacion con su médico.

Ud. Puede llevarse éste consentimiento a su casa para que sca leido con
detenimiento y discutido con familiares y amigos, pudiendo tomarse el tiempo necesario
para que manifieste su decision de participar en el estudio. Se le pide que otorgue su
autorizacion, y si usted esta de acuerdo, su doctor recolectara Jos datos para incluirlos en
la base de datos y se le tomaréan las muestras de sangre.

Una vez que la informacion haya sido registrada, sera analizada Gnicamente con el
propésito de este protocolo junto con los datos de otros pacientes como usted. La base de
datos contendra informacion médica. datos del diagndstico, los resultados principales de
las pruebas realizadas y el tratamiento recibido. No incluye datos personales, su identidad
sera confidencial y éste consentimiento se archivara en las Historias Médicas

Este proyecto de investigacion fue revisado y aprobado por el Comité de Biogtica de
la Instituci¢n (Coordinadora Dra. Maria Teresa Franco) Tf: 0212-5629072

Si decide aceptar que su informacion médica y epidemioldgica sea incluida en este
protocolo, por favor firme esta forma como sefial de aceptacion.

Certifico que he leido este documento de CONSENTIMIENTO INFORMADO y
me han explicado su contenido. Declaro que entiendo su contenido. Permito a mi médico
recolectar la informacién médica relevante de la historia clinica e ingresarla en una base
de datos llamada “PROTOCOLO DE ESTUDIO DE LEUCEMIA
LINFOCITICA CRONICA™, asi como la toma de una muestra de sangre
venosa.

Estoy de acuerdo en que mi informacion médica sea registrada, que mi identidad sea
guardada en estricta confidencialidad y que nadie, excepto mi médico tratante y el
coordinader del estudio en el Banco Municipal de Sangre Dr. José Luis Lépez y su equipo

ingrese y analice informacion especifica acerca de mi.

Nombre del Paciente: __(letra de molde)

Teléfono de contacto:
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PROTCGCOLO DE ESTUDIO DE LEUCEMIA LINFOCITICA CRONICA

Invitacion a participar en un proyecto de investigacion clinico denominado “LEUCEMIA
LINFOCITICA CRONICA: DETERMINACION DE ZAP- 70, CD 38 Y MUTACIONES
SOMATICAS DE LOS GENES QUE CODIFICAN PARA LA CADENA PESADA DE
INMUNOGLOBULINAS COMO MARCADORES PRONOSTICOS” y “EXPRESION
DE MARCADORES EN.LEUCEMIA LINFOCITICA CRONICA (LLC): ESTUDIO
CLINICO EXPERIMENTAL EN VENEZUELA”

Usted tiene el diagnostico de Leucemia Linfocitica Crénica (LLC), una enfermedad
que se carecteriza por la acumulacion de un tipo de globulo blanco anormal llamado
linfocito, de apariencia madura, con un curso variable, en la cual algunos pacientes
pueden esiar estables por afios, mientras que oOtros pacientes pueden progresar
rapidamente, requiriendo tratamiento. Esta enfermedad afecta mas frecuentemente a
adultos en Europa v Estados Unidos; los médicos e investigadores de Venezuela estan
conscientes de las principales caracteristicas y evolucion de la enfermedad por los reportes
gue surgen principalmente de las publicaciones realizadas en esos pafses, sin embargo
existe insuficiente conocimiento cientifico acerca de las caracteristicas de la patologia en
nuestro pais.

Su médico hematdlogo esta participando como investigador en un estudio
multicéntricc entre: Banco Municipal de Sangre (BMS), Instituto de Biologia
Experimental de la Universidad Central de Venezuela (IBE-UCV), Unidad de
Investigaciones en Inmunologia de la Universidad de Carabobo (UNIVENIN-UC), CHU
Hospita! de Avicenne en Francia, Universidad de Paris Xill ¢ Instituto de Investigaciones
Cientificas de Venezuela (IVIC) el cual tiene como objetivos

1-La realizacion de pruebas de laboratorio que tienen utilidad prondstica:
marcadores celulares, plasmaticos (biomarcadores), genéticos y moleculares de los genes
de Inmunoglobulinas, usando ADN extraido a partir de muestras de sangre.

9. La evaluacion de las caracteristicas epidemioldgicas de los pacientes, como sexo,
edad, origen de los ancestros. tiempo desde el diagndstico hasta el primer tratamiento,
evolucion de la enfermedad. etc., los cuales se tabularan en una base de datos denominada
PROTOCOLC DE ESTUDIO DE LEUCEMIA LINFOCITICA
CRONICA

Los pacientes en el futuro puedan beneficiarse del conocimiento obtenido de los
resultados de éste estudio, el cual dara informacion en relacion al pronéstico de la

. enfermedad y esto ayudard a su médico al momento de decidir €l tratamiento.

A usted se le tomard una muestra de sangre de aproximadamente 20 ml (equivalente
a 5 tubos de hematologia), por puncion de la vena del pliegue del codo. Cuando se realiza
la obtencién de dichas muestras puede presentarse dolor en el sitio de la extraccion ¢ la
aparicion ce hematomas, puede requerirse la toma de una segunda mue confirmar
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PROTOCOLO DE ESTUDIO DE LEUCEMIA LINFOCITICA CRONICA

Nombre del Testigo: (letra de molde)

Teléfono de contacto:

Firma : Fecha:

Nombre del Investigador : (letra de molde)

Teléfono de contacto:

Firma : Fecha:

Consentimier 1o Informado Version LLC 1.0. Venezuela
15 noviembre 2007. CONFIDENCIAL
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- Consentimiento informado para el aspirado de médula 6sea para protocolos
de regeneracion Osea en fase experimental realizado en el hospital
universitario de Caracas con la Unidad de Terapia Celular del IVIC.

CONSENTIMIENTO VALIDO

Yo, Cl:

Nacionalidad Estado  Civil Domiciliado  (a) en:

siendo mayor de 18 afios, en

uso pleno de mis facultades mentales, en completo conocimiento de la naturaleza, forma, duracién,
proposito, inconvenientes y riesgos relacionados con el estudio que mas abajo indico, y sin que medie

coaccion ni violencia alguna, declaro mediante la presente:

1.- Haber sido informado (a) de manera objetiva, clara y sencilla, por parte de los Dres. José Cardier
y Egidio Romano de todos los aspectos relacionados al tratamiento de trasplante de células madre
mesenquimales y las células progenitoras derivadas de ellas, cuya finalidad es la regeneracién de

hueso para curar el defecto 6seo que padezco, segun diagndstico ( )

realizado por mi médico tratante Dr. César Gonzalez

2.- Tener conocimiento de que el implante de células madre mesenquimales y sus progenitoras
derivadas de ellas, constituye un tratamiento posible innovador, de caracter experimental, para la

enfermedad que padezco.

3.-Haber sido informado (a) de que este tipo de tratamiento amerita la toma de una muestra de
aspirado de medula dsea, bajo condiciones de esterilidad. Dicha toma la realizara Dr.

, en el Hospital (Clinica) , bajo anestesia.

4. El aspirado de médula 6sea sera enviada a la Unidad de Terapia Celular del IVIC, bajo la
responsabilidad de los Dres. Egidio Romano y José Cardier en donde se obtendran células madre
mesenquimales, las cuales se cultivaran hasta obtener el nimero de células necesario y
posteriormente se procedera a su diferenciacién en células formadoras de hueso y de vasos
sanguineos (células osteoblasticas y endoteliales) para que sean implantadas en el sitio de lesion de

mi hueso
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5. El remanente de células madre obtenidas en la Unidad de de Terapia Celular seran congeladas y
almacenadas por los Doctores Romano y Cardier para ser utilizadas en caso de ser necesario en

posteriores implantes.

6. Haber sido informado (a), que un dia antes del procedimiento de aspirado de médula 6sea, se me
extraera entre 400 a 500 mililitros de sangre para obtener el suero correspondiente. Este suero sera
usado como componente del medio de cultivo para cultivar las células obtenidas del aspirado de
medula 6sea. El procedimiento de toma de sangre sera realizado en el banco de sangre de la

institucion hospitalaria.

7. Haber sido informado (a) que el dia anterior al procedimiento quirirgico de trasplante de células
madre, se me extraera entre 10 a 15 mililitros de sangre para obtener plasma que sera usado para el
trasplante de células madre. El procedimiento de toma de sangre sera realizado en el banco de sangre

de la institucion hospitalaria.

8. La Unidad de Terapia Celular, en nombre de los Doctores Cardier y Romano no garantiza que se
obtenga del aspirado de médula 6sea, la cantidad de células necesarias para el trasplante. Tampoco
se hacen responsables de que se obtenga una regeneracion dsea que cure en forma definitiva la

lesién.

9.- Que cualquier pregunta que tenga en relacion con este tratamiento, me sera respondida
oportunamente por parte de los Dres. Gonzalez 0414-8214563, Dr. Egidio Romano y Dr. Jose Cardier,
Unidad de Terapia Celular del IVIC, telf. 5041158 / 1792 / 1263).
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