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Resumen 
 

 
La leucemia linfoide crónica (LLC) es una neoplasia de células B que se caracteriza por la 

expansión clonal de estas células en sangre, médula ósea y órganos linfoides. La progresión de 

la enfermedad está estrechamente vinculada a la interacción con el microambiente tumoral, 

que favorece la supervivencia y progresión de las células leucémicas. Nuestro grupo ha descrito 

previamente la presencia de altos niveles de la proteína pro-inflamatoria S100A9 en 

microvesículas séricas secretadas por el clon leucémico de pacientes con mal pronóstico. Esta 

característica distintiva de los linfocitos B en dichos pacientes, junto con una alta expresión del 

receptor de S100A9, EMMPRIN, desencadena la activación de la vía NF-kB, un eje fundamental 

en la progresión de la leucemia. (Prieto, Sotelo y Seija et al., 2017). Con base en estos hallazgos, 

esta tesis busca profundizar en el papel del eje S100A9/EMMPRIN en la progresión tumoral y su 

potencial terapéutico en LLC. 

 
En este trabajo demostramos que EMMPRIN está altamente expresado en células B leucémicas, 

con una mayor expresión en pacientes progresores en comparación con pacientes indolentes y 

donantes sanos. Además, su N-glicosilación reveló dos glicoformas: una de alta (HG) y otra de 

baja (LG) glicosilación, destacándose que la forma HG está asociada con un peor pronóstico y un 

estadío avanzado según la clasificación de Binet. 

 
A partir de esta caracterización, profundizamos el impacto de la interacción entre S100A9 y 

EMMPRIN en la progresión tumoral. El estudio del eje S100A9/EMMPRIN reveló que su 

interacción activa múltiples vías de señalización esenciales para la progresión y supervivencia de 

las células tumorales, como PI3K/AKT, NF-kB y MAPK/JNK. La activación de estas vías modula la 

expresión de genes relacionados con la resistencia a la apoptosis y la proliferación celular, como 

MCL-1, BCL-2, p-Rb1 y p27, los cuales desempeñan un papel relevante en la regulación de estos 

procesos. Además, se encontró que la interacción S100A9/EMMPRIN no solo promueve la 

supervivencia y proliferación celular, sino que también induce un aumento en la expresión de 

las quimiocinas CCL3 y CCL4, que favorecen la comunicación entre las células leucémicas y el 

microambiente tumoral. La activación del eje S100A9/EMMPRIN también parece facilitar la 

migración de las células leucémicas, al aumentar la expresión de metaloproteinasas de matriz, 

como MMP2 y MMP9, que contribuyen a la remodelación del microambiente tumoral y 

favorecen la progresión leucémica. La inhibición de S100A9 con inhibidores específicos, así 

como el bloqueo de su receptor EMMPRIN, redujo significativamente la activación de dichas 

vías. 
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Para evaluar la relevancia in-vivo del eje S100A9/EMMPRIN, se realizaron experimentos en 

colaboración con el Departamento de Inmunología del H. Lee Moffitt Cancer Center, utilizando 

el modelo murino E-TCL1, que emula mejor la LLC. En estos ratones la sobreexpresión del 

oncogén TCL1 genera una LLC muy similar a la observada en pacientes con progresión de la 

enfermedad. Esta cepa fue utilizada para generar un nuevo modelo, el Eμ-TCL1/S100A9 “knock- 

out”. Tal como habíamos planteado en nuestra hipótesis, los ratones generados deficientes en 

S100A9 mostraron una mayor supervivencia y una progresión leucémica más lenta, con menor 

esplenomegalia e infiltración tumoral. Además, la transferencia adoptiva de células S100A9-/- 

redujo la proliferación del clon leucémico y la linfocitosis, asociándose con una mejor 

supervivencia. Estos efectos también se replicaron en un modelo de xenoinjerto derivado de 

pacientes (PDX) tratado con Tasquinimod (inhibidor de S100A9), que redujo significativamente 

la infiltración leucémica y la esplenomegalia, mejorándose la sobrevida de los ratones. 

 
En conjunto, nuestros hallazgos indican que el eje S100A9/EMMPRIN desempeña un papel 

relevante en la fisiopatología y evolución de la LLC, al promover la activación de vías de 

señalización críticas para la progresión tumoral. La inhibición específica de este eje posiciona a 

S100A9 como un potencial blanco terapéutico en la LLC. 
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1. Leucemia linfocítica crónica 

 
1.1 Definición y características generales 

 
La leucemia linfoide crónica (LLC) es una neoplasia hematológica caracterizada por la 

acumulación lenta y progresiva de linfocitos B maduros, clonales y CD5 positivos en sangre 

periférica (SP), médula ósea (MO) y órganos linfoides secundarios (OLS) (Rozman et al., 1995; 

Hallek & Al-Sawaf, 2021). Esta enfermedad es altamente heterogénea, con un grupo de 

pacientes que presenta una forma indolente, definida por una linfocitosis mayor de 5000 

linfocitos B/μl, pero que se mantiene estable sin requerir tratamiento. En contraste, otros 

pacientes desarrollan una forma agresiva de la LLC, con un rápido aumento de la linfocitosis y la 

posible presencia de linfoadenopatías y/o citopenias, lo que requiere tratamiento inmediato. 

Finalmente, existe un tercer grupo de pacientes en los que la enfermedad permanece estable 

durante años, pero luego progresa de forma impredecible (Dighiero G. 2003). Este último grupo 

plantea un desafío importante para el médico tratante, ya que se requiere de factores 

pronósticos que permitan predecir de manera temprana la progresión de la enfermedad para 

optimizar el tratamiento de la enfermedad. 

Desde una perspectiva epidemiológica, la LLC representa aproximadamente el 30% del total de 

leucemias a nivel mundial, y es la enfermedad linfoproliferativa crónica más frecuente en 

adultos, especialmente en los países occidentales. Afecta principalmente a personas mayores de 

50 años, siendo rara en individuos menores de 40 años (Hallek & Al-Sawaf, 2021; Kipps et al., 

2017). La incidencia de LLC varía según la región geográfica y la composición étnica de la 

población. En Estados Unidos, la incidencia es de 4.7/100,000 habitantes por año, reportándose 

en el año 2024 unos 20,700 nuevos casos y 4320 muertes originadas por causa de la 

enfermedad en 2021 (Vallejo et al., 2024; Hallek & Al-Sawaf, 2021). En Uruguay, la incidencia 

estimada es de 6 casos por cada 100,000 personas por año, lo que resultó según el último 

Registro Nacional Leucemia Linfoide Crónica y Aguda publicado en 2021 en unos 143 casos 

nuevos (Sociedad de Hematología del Uruguay, 2021). 
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1.2 Diagnóstico y estratificación 

 
El diagnóstico de la LLC se realiza principalmente mediante la evaluación clínica y la 

identificación de linfocitosis (aumento de los linfocitos B), que suele superar los 5000 

linfocitos/μl en la sangre y persiste por al menos 3 meses Para confirmar el diagnóstico, se 

utilizan técnicas como la inmunofenotipificación por citometría de flujo, que permite identificar 

las células B clonales que expresan antígenos típicos de linfocitos B (CD19, CD20 y CD23) pero 

también antígenos de células T (como CD5). En las células leucémicas, el receptor de la célula B, 

del inglés BCR, por “B Cell Receptor” están claramente disminuidos, así como también las 

moléculas CD20 y CD79 en comparación con las células B normales (Payelle-Brogard et al., 2002; 

Vuillier et al 2005; Stevenson & Caligaris-Cappio, 2004). Actualmente, se considera que un panel 

de marcadores que incluya CD19, CD5, CD20, CD23, kappa (k) y lambda (λ) es adecuado para 

confirmar el diagnóstico de LLC. En los casos donde el diagnóstico sigue siendo incierto, se 

recomienda añadir marcadores adicionales como CD43, CD79b, CD81, CD200, CD10 o ROR1 

(Hallek & Al-Sawaf, 2021; Ghia & Rawstron, 2018). 

Confirmado el diagnóstico, es esencial determinar el estadío clínico de la LLC para evaluar la 

necesidad de tratamiento y elegir la mejor opción terapéutica. Los sistemas de clasificación más 

utilizados son los de Rai y Binet, que dividen a los pacientes según la progresión de la 

enfermedad y la presencia de complicaciones inmunohematológicas. El sistema Rai, propuesto 

en 1975, clasifica a los pacientes en función de la linfocitosis y la presencia de agrandamiento de 

los ganglios linfáticos, hígado o bazo, así como la disminución de hemoglobina o plaquetas (Rai 

et al., 1975). Por otro lado, el sistema Binet, propuesto en 1977, categoriza a los pacientes en 

tres grupos: Estadio A (con menos de tres áreas afectadas, y niveles normales de hemoglobina y 

plaquetas), Estadio B (más de tres áreas comprometidas, pero con hemoglobina y plaquetas 

normales) y Estadio C (con anemia y/o trombocitopenia) (Binet et al., 1981). 

La clasificación de Binet y Rai está directamente relacionada con la sobrevida de los pacientes. 

Aquellos clasificados como Binet A o Rai 0 tienen una sobrevida media superior a los 10 años. 

Los pacientes con estadios Binet B o Rai I/II presentan una sobrevida media de entre 5 a 7 años, 

mientras que los pacientes en estadios más avanzados, como Binet C o Rai III/IV, tienen una 

sobrevida media significativamente más baja, de aproximadamente 3 años (Dighiero & Hamblin, 

2008). Ambas clasificaciones siguen siendo ampliamente utilizadas en la práctica clínica debido a 
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su simplicidad, lo que facilita tanto el diseño de estudios clínicos como la planificación de 

estrategias terapéuticas. 

 
1.3 Factores pronósticos 

 
Los sistemas de estratificación clínica Rai y Binet para la LLC, aunque simples y económicos, 

presentan limitaciones en su capacidad para predecir la progresión de la enfermedad, 

especialmente en los estadios iniciales (Binet A y Rai 0). La heterogeneidad de la LLC, en la que 

la evolución clínica varía significativamente entre pacientes, ha impulsado la investigación de 

factores pronósticos que ayuden a predecir la evolución de la enfermedad y, en consecuencia, a 

optimizar el tratamiento. Identificar si un paciente progresará rápidamente o permanecerá 

estable es crucial para tomar decisiones terapéuticas acertadas. 

Los factores pronósticos pueden agruparse en cuatro categorías principales: 1) factores 

intrínsecos del paciente (edad, sexo, etnia, comorbilidades), 2) marcadores clínicos de la 

enfermedad (presencia de adenomegalias, hepatomegalia, esplenomegalia, recuento de 

linfocitos y plaquetas), 3) marcadores moleculares como el estado mutacional de la región 

variable de la cadena pesada de las inmunoglobulinas (IGVH) (Hamblin et al., 1999; Damle et al., 

1999; Maloum, 2000), la expresión de ARN mensajeros aberrantes en el clon tumoral como el 

gen de la lipoproteina Lipasa LPL (Oppezzo et al., 2005; Kaderi et al., 2011; Prieto et al., 2018), 

CLLU1, (Buhl et al., 2006), citidina desaminasa inducida por activación (AID, por sus siglas en 

inglés) (Heintel et al., 2004), y la expresión de diferentes microARNs, como mir-29c 

(Stamatopoulos, 2010). 4) Marcadores celulares como CD38 (Damle et al., 1999), niveles de β2- 

microglobulina, (Hallek et al., 1996), ZAP-70 (Crespo et al., 2003), CD49d, (Gattei, 2008), 

CCL3/CCL4 (Sivina et al., 2010) anomalías genéticas (como deleciones y/o translocaciones 

cromosómicas (Dohner et al., 2000) y mutaciones en el gen TP53 (Malcikova et al., 2024). En 

conjunto, estos factores pronósticos son esenciales para predecir la progresión de la 

enfermedad y guiar las decisiones terapéuticas, como se analiza en revisiones recientes (Braish, 

Cerchione & Ferrajoli, 2024; Hallek, 2025). 
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1.3.1 Estado mutacional IgVH 
 

 
Uno de los factores pronósticos más confiables en la LLC es el estado mutacional IGVH. El BCR 

desempeña un papel central en la biología de los linfocitos B, ya que activa una cascada de 

señalización esencial para su supervivencia y proliferación. El BCR está compuesto por una 

inmunoglobulina de superficie asociada con moléculas accesorias, como CD79a y CD79b, que 

amplifican y facilitan la transmisión de la señal. Cuando el BCR se une a su antígeno, se inicia un 

proceso de refinamiento de la afinidad en el anticuerpo, facilitado por la enzima AID. AID induce 

mutaciones puntuales en las regiones variables de las cadenas pesada (VH) y liviana (VL) del BCR, 

iniciando el proceso de hipermutación somática (HMS). Además, AID es responsable del cambio 

de clase (CSR, por sus siglas en inglés), generando cortes de doble hebra y mutaciones en las 

regiones de cambio (pre-switch) de las inmunoglobulinas (µ, δ, γ, α y ε), promoviendo la 

diversificación funcional de los anticuerpos. Ambos procesos ocurren en el centro germinal 

durante la maduración de los linfocitos B (Honjo et al., 2002). 

 
La heterogeneidad clínica y molecular de la LLC fue una de las primeras incógnitas que surgieron 

en torno al origen de la célula leucémica. A principios de la década de 1980, estudios pioneros 

identificaron distintos marcadores y respuestas celulares que sugerían variaciones en la biología 

tumoral entre pacientes (Catovsky et al., 1981; Rubartelli et al., 1983; Kipps et al., 1988). Esto 

llevó a plantear una pregunta aún sin respuesta definitiva: ¿es la LLC una sola enfermedad o son 

dos entidades biológicas distintas? (Hamblin., 2002). En este contexto, Schroeder y Dighiero 

(1994) observaron que aproximadamente la mitad de los pacientes con LLC presentaban genes 

IGVH sin evidencia de HMS, mientras que la otra mitad mostraban un BCR con este proceso. 

Propusieron así que los pacientes con BCR no mutado podrían tener una LLC originada en 

células B vírgenes (pre-centro germinal), mientras que aquellos con BCR mutado podrían derivar 

de linfocitos B memoria, expuestos al proceso de maduración en el centro germinal. La 

relevancia clínica de estos hallazgos fue confirmada por estudios posteriores que demostraron 

que los pacientes con IGVH no mutado (≥98 % de homología con la secuencia germinal) tienen 

una sobrevida media de 8 años, mientras que aquellos con IGVH mutado (<98 % de homología) 

presentan una sobrevida media de 25 años (Hamblin et al., 1999; Damle et al., 1999). De este 
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modo, el perfil mutacional de IGVH se consolidó como el principal factor pronóstico en la LLC 

(Stevenson & Chiorazzi, 2020). 

 
1.3.2 Alteraciones Cromosómicas 

 
Si bien en la LLC, no existe una translocación cromosómica característica, se han identificado 

diversas aberraciones cromosómicas mediante hibridación fluorescente in situ (FISH), que 

afectan hasta al 82% de los pacientes. Las alteraciones más comunes incluyen la deleción del 

cromosoma 13q14 (presente en el 55% de los casos), la deleción del 11q22-23 (25%), la trisomía 

12 (10-20%) y la deleción del 17p13 (5-8%) (Dohner et al, 2000). 

La Del(13q14) está asociada con un buen pronóstico, especialmente en pacientes con IgVH 

mutado. Se ha demostrado que esta deleción implica la pérdida de los microARNs 15a y 16-1, lo 

que favorece un curso más indolente de la enfermedad (Döhner et al., 2000). Por el contrario, la 

Del(11q22-23) /gen ATM se asocia con un perfil de IgVH no mutado y un pronóstico 

desfavorable. Esta alteración se encuentra en una región que contiene dos genes importantes, 

ATM y BIRC3, implicados en la reparación del ADN. La pérdida de ATM, que activa la vía de 

señalización ATM/p53, compromete la respuesta del tumor a la quimioterapia, aumentando la 

resistencia a los tratamientos (Brizard et al., 1997; Zhu et al., 1999; Dohner et al.,1997; Jiang et 

al., 2016). Mientras que mutaciones en BIRC3 han sido asociadas con impacto clínico, también 

puede afectarse por deleciones. Ubicado en el cromosoma 11, cerca de ATM, su locus se pierde 

en el 80% de las deleciones 11q. Sus mutaciones, principalmente nonsense y frameshift, son 

raras (3- 5% en no tratados) pero más comunes en CLL refractaria a fludarabina, sugiriendo un 

alto riesgo (Tausch & Stilgenbaue, 2020). 

Aunque no se ha identificado un vínculo directo entre los genes involucrados en la trisomía 12 y 

la patogénesis de la LLC, algunos estudios sugieren que pacientes con esta alteración presentan 

mutaciones en NOTCH1, lo que se relaciona con una menor sobrevida global (Losada et al 1991; 

Hamblin et al 1997; Ballati et al., 2012). Sin embargo, la relación entre la trisomía 12 y el 

pronóstico sigue siendo controvertida. Por último, la Del(17p13), que afecta a un 5-8% de los 

pacientes, implica la pérdida del gen TP53, un factor clave en la respuesta a daños en el ADN. 

Los pacientes con del(17p13) tienen un pronóstico muy desfavorable, con una alta resistencia a 

la quimioterapia (Fenaux et al 1992; Newcomb et al., 1998; Moteno & Montserrat, 2008). 
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1.3.3 Biomarcadores séricos 

 
Los biomarcadores séricos, como la β2-microglobulina, son herramientas para evaluar la carga 

tumoral en pacientes con LLC. La β2-microglobulina, una proteína asociada al complejo mayor 

de histocompatibilidad de clase I (MHC-I), ha sido identificada como un marcador en la LLC. 

Niveles elevados de β2-microglobulina (>3.5 mg/L) se asocian con una menor capacidad de las 

células leucémicas para ser reconocidas por el sistema inmune, lo que contribuye a una 

progresión más agresiva de la enfermedad (Hallek et al., 1996). Varios estudios han confirmado 

que la β2-microglobulina es un factor pronóstico independiente, siendo los niveles elevados 

indicativos de un pronóstico desfavorable (Hallek et al., 1995; Hallek et al., 2018). 

 

 
1.3.4 Índice internacional de pronóstico de LLC (CLL-IPI) 

 
Los factores pronósticos anteriormente mencionados han colaborado al desarrollo del índice 

internacional de pronóstico de LLC (CLL-IPI, del inglés, Chronic Lymphocytic Leukemia 

International Prognostic Index) que permite una evaluación más completa del riesgo de los 

pacientes. Este índice incorpora la edad del paciente, el estadio de la enfermedad (según los 

sistemas Rai o Binet), la deleción del gen TP53, el estado mutacional de IGVH y los niveles 

séricos de β2-microglobulina. Cada uno de estos factores se pondera individualmente y, a partir 

de su puntuación combinada, los pacientes son asignados a uno de los cuatro grupos de riesgo, 

lo que permite predecir la sobrevida global (SG) a 5 años (International CLL-IPI working group, 

2016). 

Una de las principales ventajas del CLL-IPI es su capacidad para diferenciar con mayor precisión 

entre pacientes que requieren tratamiento y aquellos que no, lo que optimiza el manejo clínico. 

Además, al integrar varios parámetros, el CLL-IPI permite identificar subgrupos de pacientes que 

antes no se distinguían, como aquellos con del(17p) con alto riesgo y muy alto riesgo. A 

continuación, se presenta la tabla con la asignación de puntajes según los factores de riesgo 

para el cálculo del CLL-IPI. 
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Tabla 1. Factores de riesgo incluidos en el cálculo del CLL-IPI 

 

Factor de Riesgo Puntaje 

Deleción o mutación TP53 4 

Perfil IgVH No mutado 2 

β2-microglobulina 2 

Edad > 65 años 1 

Estadio Rai/Binet intermedio o alto 1 

Dentro de los parámetros estudiados el que representa mayor puntaje es la presencia de 

deleción o mutación en TP53, a cuál se le asigna 4 puntos, mientras que aquellos pacientes con 

un perfil IGHV No mutado o un valor de β2-microglobulina >3.5 mg/L reciben 2 puntos, por 

último, una edad > 65 años o estadío RAI o Binet intermedio o alto recibe 1 punto. La suma de 

estos puntajes compone el CLL-IPI y determinan la clasificación del paciente en uno de los 

siguientes grupos de riesgo, facilitando la predicción de su pronóstico y la toma de decisiones 

clínicas: 

Tabla 2. Índice internacional de pronóstico de leucemia linfocítica crónica (CLL-IPI) 

 

Valor CLL-IPI Categoría CLL-IPI SG (5 años) Tratamiento indicado 

 
0-1 

 
Bajo riesgo 

 
93,2% 

Enfoque Watch-and-wait, no 

tratar y vigilar al paciente 

 
2-3 

 
Riesgo intermedio 

 
79,3% 

No tratar, excepto cuando la 

enfermedad es sintomática 

 
4-6 

 
Alto riesgo 

 
63,3% 

Tratar, excepto cuando la 

enfermedad es asintomática 

 
7-10 

 
Muy alto riesgo 

 
23,3% 

Fármacos dirigidos, evitando 

quimioinmunoterapia. 

Si bien esta herramienta permite orientar la estrategia terapéutica, desde la vigilancia activa en 

pacientes de bajo riesgo hasta la implementación de tratamientos más agresivos en aquellos 

con alto riesgo, aún existen variables que requieren ser mejoradas. Además, se han propuesto 

otros índices para abordar las diferencias entre subgrupos de pacientes, como el IPS-E 
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(Condoluci et al., 2021), que ofrece un enfoque pronóstico específico para pacientes con LLC en 

estadio temprano. 

 

 
1.4 Estrategias terapéuticas en LLC y nuevas alternativas 

 
 

La decisión de iniciar tratamiento en pacientes con LLC depende de varios factores, 

especialmente la presencia de una enfermedad activa y el riesgo de progresión. Según las 

pautas para el diagnóstico y tratamiento de la LLC el tratamiento está generalmente indicado en 

pacientes con enfermedad sintomática o activa, mientras que no se recomienda iniciar 

tratamiento en aquellos que no presentan síntomas (Hallek & Al-Sawaf, 2021; Hallek et al., 

2018). Si bien esta es una práctica aceptada y aplicada a nivel mundial en la clínica médica, sigue 

siendo un desafío relevante en la LLC identificar marcadores pronósticos que permitan predecir 

la progresión de la enfermedad en pacientes asintomáticos y habilitar su tratamiento. 

Actualmente, esto aún no es posible. 

A continuación, se muestran las terapias actualmente aprobadas y en experimentación para el 

tratamiento de la LLC (Figura 1). 
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Figura 1. Terapias actuales y en experimentación para la LLC. Los agentes que dañan e interfieren en la 

replicación del ADN, como fludarabina y bendamustina, promueven la apoptosis en las células 

leucémicas. Los anticuerpos monoclonales, como rituximab y obinutuzumab, se dirigen contra CD20, 

induciendo citotoxicidad mediada por el sistema inmune. Las terapias dirigidas al receptor de células B 

(BCR) incluyen inhibidores como ibrutinib, que bloquea la tirosina quinasa de Bruton (BTK), e idelalisib, 

que inhibe PI3Kδ, interrumpiendo señales de proliferación y supervivencia tumoral. Venetoclax, un 

mimético de BH3, inhibe BCL-2, una proteína antiapoptótica, restaurando la muerte celular programada. 

Las terapias basadas en células, como tisagenlecleucel, emplean linfocitos T reprogramados mediante 

tecnología CAR-T para atacar células leucémicas que expresan CD19. Finalmente, se incluyen drogas en 

desarrollo clínico como entospletinib y cerdulatinib, que bloquean múltiples vías pro-tumorales. 

(Adaptado de Yosifov et al., 2019). 

 

 

1.4.1 Terapias tradicionales y quimio-inmunoterapia (CIT) 

 
El tratamiento de la LLC ha evolucionado significativamente desde su enfoque inicial basado en 

la quimioterapia. Tradicionalmente, se utilizaban agentes alquilantes como el clorambucilo y la 

ciclofosfamida, junto con análogos de nucleósidos como la fludarabina, que inhibe la replicación 

del ADN. Sin embargo, la búsqueda de terapias más eficaces y menos tóxicas llevó a un cambio 

en el abordaje terapéutico (Burger, 2018; Scheffold & Stilgenbauer, 2020). 
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En 1997 se introdujeron los anticuerpos monoclonales, Rituximab, dirigido contra CD20 en 

células B, demostró mejorar las tasas de respuesta y la supervivencia al eliminar células 

tumorales mediante citotoxicidad mediada por anticuerpos (ADCC), citotoxicidad dependiente 

de complemento (CDC) e inducción de apoptosis. Posteriormente, Obinutuzumab, un 

anticuerpo anti-CD20 de segunda generación, mostró mayor eficacia al potenciar la ADCC 

gracias a su mayor afinidad por los receptores FcγRIII y a su capacidad de inducir apoptosis 

directa de manera más eficiente que rituximab, con una menor dependencia de la CDC. Esta 

mejora en la actividad antitumoral ha llevado a evaluar su uso en combinación con otros 

agentes, como venetoclax (Vx), debido a su potencial sinérgico en la eliminación de células 

tumorales (Bauer et al., 2012). 

La combinación de quimioterapia e inmunoterapia (CIT) se convirtió en el estándar de 

tratamiento, especialmente en pacientes jóvenes y sin comorbilidades. En particular, el 

esquema fludarabina, ciclofosfamida y rituximab (FCR) logró tasas de respuesta prolongadas, 

con una sobrevida libre de progresión cercana al 50% (Robak et al., 2010; Fischer et al., 2016). 

Sin embargo, su efectividad está limitada en pacientes mayores o con comorbilidades, quienes 

presentan mayores recaídas y respuestas insuficientes. Además, aquellos con del(17p) o 

mutaciones en TP53 han mostrado una mala respuesta a este tratamiento (Scheffold, A & 

Stilgenbauer, 2020). 

 
1.4.2 Terapias dirigidas 

 
En la última década, los avances en la biología de la LLC han impulsado el desarrollo de terapias 

dirigidas, reemplazando progresivamente a los agentes citotóxicos inespecíficos y acercándose a 

un enfoque “chemotherapy-free”. Inhibidores diseñados para bloquear moléculas y vías clave de 

supervivencia han demostrado gran eficacia independientemente de las aberraciones 

cromosómicas antes mencionadas, transformando el manejo actual de la enfermedad (Burger, 

2018; Fürstenau, 2019; Woyach et al., 2018).  

Uno de los avances más significativos fue el desarrollo de los inhibidores de la tirosina quinasa 

de Bruton (BTK), como ibrutinib. Aprobado en 2014 para LLC en recaída/refractaria y en 2016 

para el tratamiento en primera línea, su aprobación se basó en estudios clínicos que 

demostraron una tasa de sobrevida libre de progresión (PFS) del 75% y una sobrevida global (OS) 
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del 83% a los 26 meses (Byrd et al., 2012). Además, el estudio RESONATE-2 confirmó su 

superioridad frente a la quimioterapia en pacientes mayores sin tratamiento previo, con una 

PFS de 24 meses y una OS del 98.9% (Burger et al., 2015). Ibrutinib bloquea la actividad de la 

quinasa BTK al formar un enlace covalente con el residuo cisteína481, inhibiendo su actividad. Es 

altamente eficaz en pacientes con mutaciones en TP53 y en formas resistentes a la 

quimioterapia. Sin embargo, su uso se ve limitado por la resistencia adquirida debido a 

mutaciones en BTK que impiden la unión de la droga a su blanco (Ahn et al., 2017; Woyach et al., 

2014). 

Otra clase de terapias dirigidas son los inhibidores de BCL-2, como venetoclax. Esta molécula, un 

mimético de BH3, bloquea la proteína BCL-2, cuya sobreexpresión en la LLC evita la apoptosis de 

las células tumorales, induciendo así la muerte celular programada (Crombie et al., 2017). 

Aprobado en 2019 para el tratamiento en primera línea, su eficacia fue demostrada en el 

estudio CLL14. En este ensayo, la combinación de venetoclax con obinutuzumab (Ven-Obi) 

mostró una PFS significativamente superior en comparación con clorambucilo-obinutuzumab 

(Clb-Obi), alcanzando una PFS del 88.2% a 24 meses frente al 64.1%. Incluso a largo plazo, Ven- 

Obi mantuvo mejores resultados, con una mediana de PFS de 76.2 meses frente a 36.4 meses de 

Clb-Obi. Además, los pacientes con deleción de TP53 o IGVH no mutado, considerados de peor 

pronóstico, mostraron beneficios significativos (Al-Sawaf et al., 2024). 

Además, los inhibidores de la subunidad δ de la fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K), como 

idelalisib, también han demostrado un potencial terapéutico en la LLC. PI3K participa en la 

señalización y supervivencia de las células B, y su inhibición interrumpe vías críticas para la 

viabilidad de las células leucémicas. Idelalisib, aprobado por la FDA y la EMA en 2014 para 

pacientes con LLC refractaria, actúa bloqueando la señalización del receptor de células B (BCR) 

en las células leucémicas (Brown et al., 2014). Esta aprobación se basó en un estudio fase III que 

mostró mejoras significativas en la PFS y la OS en combinación con rituximab. Sin embargo, su 

uso se ha visto limitado por efectos adversos graves, debido a esto, idelalisib no se utiliza como 

primera opción en pacientes con enfermedad refractaria o en recaída, reservándose para líneas 

de tratamiento avanzadas o para aquellos que no son aptos para otras terapias (Lampson et al., 

2016) 
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Por último, las terapias con células CAR-T (Chimeric Antigen Receptor T-cell) han surgido como 

una opción prometedora en la LLC. Estas células T modificadas genéticamente expresan un 

receptor quimérico que les permite reconocer y eliminar células tumorales. En LLC, los CAR-T 

dirigidos contra CD19, como liso-cel y axi-cel, han mostrado eficacia en pacientes refractarios o 

en recaída, incluidos aquellos con mutaciones en TP53 o resistencia a inhibidores de BTK y BCL-2 

(Porter et al., 2022; Siddiqi et al., 2021). Sin embargo, tienen limitaciones que incluyen factores 

tumorales (como el escape antigénico), factores intrínsecos de las células CAR T (como el 

agotamiento celular, un rasgo característico en las células T de LLC) y una variabilidad 

importante en la respuesta terapéutica dependiendo de la biología del clon leucémico (Gauthier 

et al., 2020; Fraietta et al., 2018). 

A pesar de los avances en terapias dirigidas, la resistencia en la LLC sigue siendo un desafío 

debido a mutaciones en BTK (Ahn et al., 2017; Burger et al., 2016), sobreexpresión de BCL-2 u 

otras moléculas anti-apoptoticas de la familia como MCL-1 y BCL-X (Elias et al., 2022) y la 

protección ofrecida por el microambiente tumoral (Skånland & Mato, 2021; Elias et al., 2022). 

Estos mecanismos limitan la eficacia a largo plazo y subrayan la necesidad de desarrollar nuevas 

estrategias y combinaciones terapéuticas más efectivas. 

 
1.5 Microambiente tumoral en la LLC 

 
A pesar de su aparente supervivencia in-vivo, se ha demostrado que, las células de LLC extraídas 

de la SP mueren rápidamente en cultivo in-vitro, lo que evidencia su dependencia de señales 

extrínsecas proporcionadas por el microambiente tumoral (TME, del inglés, tumor 

microenvironment) (Burger et al., 2009; Bagnara et al., 2011). Las células de LLC recirculan entre 

la sangre periférica y los órganos linfoides secundarios, donde proliferan en estructuras 

denominadas pseudofolículos, en lugar de formar centros germinales convencionales (Calissano 

et al., 2009; Burger et al., 2009; Bagnara et al., 2011). Estas regiones contienen diversas 

poblaciones celulares, incluidas células estromales mesenquimales, nurse-like cells, células T, 

células endoteliales y prolinfocitos B. La interacción bidireccional entre estas células y el clon 

leucémico proporciona señales esenciales para su supervivencia, proliferación y evasión 

inmunológica (Kipps, 2021) 
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El tráfico de las células de LLC entre la sangre periférica y los nichos del TME está regulado por 

moléculas de adhesión y receptores de quimiocinas que dirigen su quimiotaxis. CXCL12 

(secretada por NLC y células estromales), CXCL13 (producida por células dendríticas foliculares) 

y CCL19/CCL21 (derivadas de vénulas del endotelio alto), que activan CXCR4, CXCR5 y CCR7, 

respectivamente (Burger & Kipps 2006; Burger et al., 2009). 

La invasión de los tejidos por células leucémicas requiere a su vez la degradación de la 

membrana basal y la matriz extracelular (ECM), un proceso mediado por metaloproteinasas 

(MMPs). En la LLC, la metaloproteinasa 9 (MMP9), principal gelatinasa expresada en estas 

células, facilita la migración transendotelial y la invasión de la membrana basal, permitiendo la 

infiltración del clon tumoral en órganos como bazo, ganglios e incluso la MO (Gusella et al., 2017; 

Redondo-Muñoz, 2006; Rodriguez et al., 2020). La producción de estas MMPs es regulada por 

quimiocinas y otros factores del microambiente, lo que incrementa los niveles de proMMP9 en 

los tejidos infiltrados (Redondo-Muñoz 2006; Bailón et al., 2014; Redondo-Muñoz 2008). 

Además, la expresión de MMP9 en el microambiente de la LLC ha sido vinculada a señales de 

supervivencia para las células leucémicas (Redondo-Muñoz 2010; Bailón et al., 2014). 

El "homing" (retorno del clon tumoral) a los OLS genera una mayor activación de diversas vías 

de señalización, como NF-κB, Pi3K/AKT, NOTCH y MYC, en comparación con las células en SP 

(ten Hacken & Burger, 2016). Este proceso podría estar mediado en gran parte por la activación 

del BCR, probablemente por autoantígenos o antígenos, junto con señales homotípicas que 

impulsan la proliferación leucémica. La activación simultánea de estas vías es crucial para la 

proliferación de la LLC. Estudios in-vitro han mostrado que la estimulación aislada de una vía, 

como la activación del BCR, TLRs o mediante CD40L, prolonga la supervivencia celular, pero no 

es suficiente para inducir proliferación. En cambio, la combinación de múltiples señales es 

necesaria para su expansión y proliferación (ten Hacken & Burger, 2016; Haselager et al., 2020). 

Así, la integración de estímulos microambientales promueve la proliferación tumoral, 

aumentando la expresión de proteínas antiapoptóticas como BCL2, BCLXL y MCL1, lo que 

favorece la acumulación de células leucémicas y la progresión de la enfermedad (Haselager et 

al., 2020). A continuación, en la figura 2 se resumen los principales componentes e interacciones 

descritos al momento en el microambiente tumoral de la LLC. 
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Figura 2. Microambiente tumoral en la LLC. Las células de LLC interactúan con células estromales, 

células T y nurse-like cells (NLC) mediante contactos directos, receptores de quimiocinas/citoquinas, 

moléculas de adhesión e interacciones ligando-receptor. Esta comunicación ya sea por interacción 

directa o por secreciones de citocinas y quimiocinas envían señales de sobrevida y proliferación a las 

células leucémicas de LLC (Adaptado de Delgado et al., 2020). 

 

 

1.5.1 Células T en el microambiente tumoral de la LLC 
 

 
Las células T desempeñan un papel clave en el microambiente tumoral (TME) de la LLC al 

interactuar con las células leucémicas. En particular, los linfocitos T CD4+ tipo T-helper (Th) 

están fuertemente correlacionados con las células B leucémicas en los centros proliferativos de 

los pacientes con LLC, promoviendo su multiplicación mediante el contacto directo y la 

secreción de diversas citocinas. Se ha observado un aumento absoluto de células CD4+ en la 

sangre periférica de estos pacientes, y se ha demostrado que los linfocitos Th favorecen el 

crecimiento y la supervivencia de las células de LLC (Os et al., 2013; Vlachonikola et al., 2021; 

Roessner & Seiffert, 2020). 

Las células T CD4+ activadas expresan CD40L, una molécula clave en la activación de la vía NF-κB 

no canónica. Su interacción con CD40 en las células de LLC favorece su supervivencia, aunque 
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esta señal por sí sola no es suficiente para inducir un crecimiento significativo. Se requieren 

otros factores del microambiente, como IL-21, IFN-γ e IL-4, que aumentan la expresión de CD40 

en las células de LLC, potenciando su activación por CD40L y promoviendo la activación de 

distintas vías, como NF-κB y STAT6. Esto induce la expresión de proteínas antiapoptóticas como 

BFL-1, BCL-XL y MCL-1 (Pascutti et al., 2013; Os et al., 2013; Bhattacharya et al., 2015; Haselager 

et al., 2020) y de la enzima mutagénica AID (Morande y Sivina et al., 2019). 

La activación de las células de LLC a través de CD40L no solo favorece su supervivencia, sino que 

también remodela el nicho tumoral al promover el reclutamiento y la retención de linfocitos T 

en los OLS. Las células de LLC activadas secretan quimiocinas como CCL22, que atraen linfocitos 

T CD4+, especialmente Th2 y Tregs, contribuyendo a un entorno inmunosupresor. Además, su 

interacción con células dendríticas mieloides induce la producción de CCL3 y CCL4, cuya 

presencia se ha asociado con una mayor infiltración de linfocitos T en los ganglios linfáticos y 

reduciendo su movilidad dentro de los OLS (Burger et al., 2009). 

Además de proporcionar señales de supervivencia y proliferación, las células de LLC modulan el 

microambiente inflamatorio para evadir la respuesta inmune. En SP, los linfocitos T CD8+ 

presentan un estado "pseudoexhausto", caracterizado por la expresión de PD-1 y una mayor 

producción de citocinas como IL-10, una citoquina inmunosupresora que favorece la expansión 

de Tregs (Roessner & Seiffert, 2020). Sin embargo, en ganglios linfáticos y bazo, estos linfocitos 

muestran un agotamiento funcional completo, con una reducción en la producción de citocinas 

y una mayor expresión de múltiples receptores inhibidores, lo que sugiere que el agotamiento 

inmunológico en la LLC ocurre principalmente en los OLS (Riches et al., 2013; Hanna et al., 2019; 

Vlachonikola et al., 2021). 

Estas interacciones con las células T generan un microambiente que no solo favorece la 

expansión/proliferación del clon leucémico, sino que también debilita la respuesta inmunitaria, 

facilitando la progresión de la enfermedad. 

 
1.5.2 Microambiente Estromal y Nurse-like cells (NLCs) en la LLC 

 
 

Las células nodrizas o nurse-like cells (NLC, por sus siglas en inglés) LLC fueron descritas por 

primera vez por Burger y colaboradores en el 2000, quienes demostraron que estas células 
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diferencian a partir de monocitos de células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) de 

pacientes con LLC en cultivos in-vitro, siendo células más grandes y adherentes. Posteriormente, 

también se encontraron in-vivo, dentro de pseudofolículos en infiltrados de tejido, confirmando 

un rol en la enfermedad (Burger et al., 2000). 

In-vitro, las NLCs protegen a las células leucémicas contra la apoptosis espontánea mediante la 

producción de diversas quimiocinas e interleucinas, incluyendo SDF1, IL8, CCL2 y CXCL9, además 

de contacto directo célula a célula (Burger et al., 2009; Filip et al., 2013). Filip y colaboradores 

demostraron que el co-cultivo de células de LLC con NLCs mantuvo viable al clon leucémico 

hasta 14 semanas. Además, las NLCs parecen proteger las células leucémicas in vivo, como lo 

evidencian los mismos autores en observaciones sobre que los pacientes con menos NLCs in- 

vitro tienden a mostrar una mayor supervivencia global (Filip et al., 2013). 

 
Asimismo, estas células inducen la quimiotaxis de las células leucémicas mediante la secreción 

de quimiocinas como CXCL12 y CXCL13, facilitando el reclutamiento de células de LLC hacia el 

microambiente tumoral (Burger et al., 2000; Bürkle & Niedermeier, 2007). También son 

productoras de quimiocinas como CCL3 y CCL4, esenciales para la atracción de monocitos y 

linfocitos T a los tejidos linfoides (Burger et al., 2009). Además, las NLCs pueden expresar y 

secretar distintos factores promotores como Plexin B1, CD31, BAFF y APRIL, los cuales activan la 

señalización del BCR y contribuyen a la proliferación y supervivencia de las células leucémicas de 

LLC (Filip et al., 2013). 

 
Por su parte, las células estromales mesenquimales (MSC, del inglés, Mesenchymal stromal cells) 

representan también un componente fundamental del microambiente tumoral en la LLC. En 

condiciones normales, estas células regulan la hematopoyesis y la estructura tisular; sin 

embargo, en la LLC facilitan la progresión de la enfermedad al proporcionar señales de soporte 

tanto a través del contacto directo como mediante factores solubles (Kurtova et al., 2009; 

Dubois et al., 2020). Se ha observado que la frecuencia de las MSC está relacionada con un peor 

pronóstico, ya que su interacción con las células leucémicas previene la apoptosis espontánea y 

promueve la resistencia a fármacos (Ding et al., 2009; Kurtova et al., 2009; Marquez et al., 2015). 

El contacto de las células de LLC con MSC de médula ósea (BM-MSC, del inglés, bone marrow- 

mesenchymal stromal cells) induce la secreción de factores como CXCL12 (SDF1) y TGF-β1, los 
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cuales favorecen su supervivencia (Pontikoglou et al., 2013). A su vez, las células de LLC también 

pueden influir en el comportamiento de las MSC mediante la liberación de microvesículas que 

contienen el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), lo que activa las BM-MSC y 

potencia su proliferación y migración a través de la vía Akt/ERK (Ding et al., 2009). Como 

respuesta, las MSC activadas secretan citocinas proinflamatorias como IL-1α, IL-15 y TGF-β1, 

creando un entorno que favorece la persistencia y expansión del clon tumoral (Dubois et al., 

2020). 

Otro componente esencial del microambiente tumoral son las células endoteliales, las cuales 

facilitan la retención de la LLC en los tejidos y contribuyen a su activación. Estas células, que 

recubren la vasculatura de la médula ósea y los ganglios linfáticos, secretan factores como BAFF 

y APRIL, que favorecen la supervivencia de las células leucémicas (Cols et al., 2012). Se ha 

demostrado que la interacción con el endotelio, mediada por integrinas, protege a las células de 

LLC de la apoptosis inducida por fludarabina (Maffei et al., 2012). 

 
Por su parte las células dendríticas foliculares (FDCs) desempeñan también un papel importante 

en la organización de los pseudofolículos linfoides y en la comunicación con las células 

leucémicas a través de la secreción de citocinas y la expresión de moléculas de adhesión como 

ICAM-1, VCAM-1, CD44 y Plexin B1 (Heinig et al., 2014). Además de su función estructural, las 

FDCs protegen a las células de LLC de la apoptosis mediante contacto directo y la 

sobreexpresión de MCL-1. La interacción entre CXCR5 y CXCL13 facilita el posicionamiento de las 

células leucémicas dentro de los pseudofolículos y contribuye a la progresión tumoral en 

modelos murinos de LLC (Heinig et al., 2014). Asimismo, co-cultivos de FDCs con células de LLC 

inhiben la apoptosis espontánea de estas últimas a través de la interacción con CD44, 

promoviendo la sobreexpresión de MCL-1 (Pedersen et al., 2002). 

Asimismo, se ha demostrado que los exosomas derivados de LLC son incorporados por células 

endoteliales y MSCs, llevando proteínas y microARNs que inducen un fenotipo inflamatorio en 

las células receptoras, similar al de los fibroblastos asociados al cáncer. Esto aumenta la 

proliferación, migración y secreción de citocinas inflamatorias. Además, la captación de 

exosomas por células endoteliales potencia la angiogénesis y acelera el crecimiento tumoral en 

modelos murinos inmunodeficientes (Paggetti et al., 2015). En este contexto, un trabajo previo 

de nuestro grupo demostró que los exosomas derivados del clon tumoral y portadores de la 



28  

proteína proinflamatoria S100A9 son secretados al plasma de pacientes con LLC. Este estudio 

mostró una asociación entre la presencia de S100A9 en las células de LLC y en el plasma, y la 

activación de la vía NF-κB en células primarias de LLC obtenidas de pacientes con alta progresión 

neoplásica (Prieto, Sotelo y Seija et al., 2017). 

 

 
1.6 Proteína S100A9 y su implicancia en el cáncer 

 
Las proteínas S100 forman parte de un grupo de proteínas de bajo peso molecular asociadas 

con la regulación de procesos inflamatorios en diversas enfermedades autoinmunes y 

neoplasias (Roth et al., 2001; Srikrishna, 2012; Bresnick et al., 2015). Se consideran alarminas, 

también conocidas como patrones moleculares asociados a daño (DAMP). En condiciones 

inflamatorias, su expresión se induce en una amplia variedad de células, como células mieloides, 

endoteliales, macrófagos, osteoclastos, queratinocitos y células dendríticas (Burwinkel et al., 

1994; Roth et al., 2001; Srikrishna, 2012). Interesantemente, las principales células productoras 

de estas proteínas son los neutrófilos, donde específicamente S100A9 y S100A8 constituyen 

aproximadamente el 40% de las proteínas citosólicas en estas células, lo que sugiere, por su 

abundancia, un papel importante en las funciones efectoras de los neutrófilos (Nacken et al., 

2003). 
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Figura 3. Funciones intracelulares y extracelulares de las proteínas S100. Dentro de la célula, las 

proteínas S100 participan en la homeostasis del calcio, la reparación del ADN, el tráfico de proteínas y la 

organización del citoesqueleto. Una vez liberadas o secretadas, interactúan con distintos receptores, 

activando vías proinflamatorias que favorecen la activación, migración, proliferación y diferenciación 

celular (Adaptado de Austermann, Spiekermann & Roth, 2018). 

 

Específicamente S100A9 se secreta al espacio extracelular en forma de monómeros, 

homodímeros o un heterodímero S100A8/S100A9, conocido como calprotectina (Srikrishna, 

2012) mediante un mecanismo dependiente de calcio, lo que facilita su translocación desde el 

citoplasma hacia la membrana celular. Una vez en el espacio extracelular puede interactuar con 

varios receptores celulares. Se ha reportado que S100A9 interactúa principalmente a través de 

toll-like receptor (TLR4) y Extracellular Matrix Metalloproteinase Inducer (EMMPRIN), este 

último ha sido identificado como un receptor específico para el dímero S100A9 (Hibino et al., 

2013). Por otro lado, el receptor para productos finales de glicación avanzada (RAGE) es descrito 

como el receptor principal para el heterodímero S100A8/S100A9, pero no para el homodímero 

de S100A9 (Ma et al., 2017; Ghavami et al., 2008). Además, se han descrito otros receptores 

que pueden interactuar con S100A9 o el heterodímero S100A8/S100A9 como CD36 (Wang et al., 

2014) y CD33 (Cheng et al., 2008). 
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Niveles elevados de S100A9 en suero se encuentran en diversas patologías inflamatorias, como 

Alzheimer, psoriasis, artritis reumatoide y enfermedades inflamatorias intestinales crónicas 

(Roth et al., 2001; Wang et al., 2014; Inciarte-Mundo et al., 2022). Considerando el impacto que 

puede tener la inflamación en las neoplasias crónicas y diferentes tumores, se explica en gran 

medida el papel de S100A9 en la progresión y desarrollo oncológico. Diversos estudios 

respaldan su impacto pro-tumoral en varios cánceres sólidos. La expresión de S100A9 está 

desregulada en tipos de tumores como mama, próstata, colon y melanoma (Kim et al., 2009; Li 

et al., 2022; Hermani et al., 2005). 

S100A9 podría estar involucrada en la progresión del cáncer mediante varios mecanismos. Por 

ejemplo, S100A9 expresada por células mieloides y células tumorales en el microambiente 

tumoral es importante para la acumulación y activación de células mieloides regulatorias (como 

las MDSC) (Srikrishna, 2012; Markowitz & Carson, 2013). Además, S100A9 tiene un papel en el 

reclutamiento tanto de células inflamatorias como tumorales hacia sitios metastásicos, siendo 

esto observado en pacientes con cáncer de próstata y melanoma agresivos y metastásicos (Lv et 

al., 2020; Hibino et al., 2013). 

Dado su impacto en la inflamación y la progresión tumoral, S100A9 ha sido propuesto como un 

blanco terapéutico de gran relevancia a nivel oncológico y en enfermedades autoinmunes (Björk 

et al., 2009; Hibino et al., 2013; Markowitz & Carson, 2013; Wang et al., 2014). Las Quinoline-3- 

Carboxamidas, o compuestos Q, son una clase de moléculas que se han propuesto como 

inhibidores de la proteína S100A9 (Björk et al., 2009; Leanderson et al., 2015), pensando en su 

utilización en la terapia inmune. Estos compuestos tienen como objetivo bloquear las 

interacciones entre S100A9 y sus receptores, interfiriendo con las vías de señalización que 

S100A9 regula, lo que en consecuencia reduce los efectos inflamatorios y la progresión tumoral 

asociados con esta proteína. Algunos de estos inhibidores han sido evaluados en ensayos 

clínicos para diversas patologías: Laquinimod en esclerosis múltiple (Polman et al., 2005; Comi 

et al., 2008), Paquinimod en lupus eritematoso sistémico (Bengtsson et al., 2012) y Tasquinimod 

en cáncer de próstata metastásico resistente a la castración (Mehta et al., 2016). 

Tasquinimod ha demostrado efectos sobre el TME al bloquear la interacción entre S100A9 y sus 

receptores. Este compuesto ha mostrado resultados prometedores en diversos tipos de cáncer, 

incluidos el cáncer de próstata, el cáncer colorrectal y mieloma multiple (Raymond et al., 2014; 
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Shen et al., 2015; Fan et al., 2023). Se ha observado que Tasquinimod inhibe la progresión y 

migración tumoral al interferir con la señalización mediada por S100A9, lo que impacta en la 

interacción entre las células tumorales y el entorno inmunológico circundante. En cuanto a 

ensayos clínicos, Tasquinimod ha sido previamente estudiado como agente anticancerígeno en 

un ensayo clínico aleatorizado de fase 3 en pacientes con cáncer de próstata metastásico, que 

mostró una mejora en la supervivencia libre de progresión (Sternberg et al., 2016). Actualmente, 

se encuentra en evaluación como terapia para diversos tumores, incluidos los de neoplasias 

hematológicas, en un ensayo clínico de fase I en mieloma múltiple refractario (NCT04405167), 

así como en mielofibrosis en pacientes con resistencia primaria o que han progresado tras el 

tratamiento con un inhibidor de JAK quinasa (NCT06605586). Sin embargo, hasta la fecha, no se 

han reportado estudios sobre su uso en la LLC. 

 
1.7 Extracellular Matrix Metalloproteinase Inducer (EMMPRIN) 

 

 
El receptor de S100A9, EMMPRIN (también conocido como CD147), es una glicoproteína de 

membrana perteneciente a la familia de las inmunoglobulinas. Se expresa en diversos tipos 

celulares, tanto en tejidos normales como en el desarrollo embrionario (Xiong et al., 2014; Tang 

et al., 2004). Su sobreexpresión ha sido reportada en varios tumores malignos, y se ha asociado 

con un comportamiento clínico agresivo y un mal pronóstico (Xin et al., 2016). En melanoma, por 

ejemplo, la interacción entre S100A9 y EMMPRIN ha sido vinculada con la promoción del cáncer. 

Además, diversos estudios han resaltado el papel de EMMPRIN en la angiogénesis mediante la 

estimulación de la producción de factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) (Ghandour et 

al., 2024; Gabison et al., 2005; Liu et al., 2010). También interactúa con las integrinas α3β1 y 

α6β1, regulando la adhesión a proteínas de la matriz extracelular como colágeno, laminina y 

fibronectina (Dai et al., 2009). 

 
En neoplasias hematológicas, se ha observado una alta expresión de EMMPRIN en células 

leucémicas de MO de pacientes con leucemia mieloide aguda (Fu et al., 2017). En el contexto de 

la LLC, el trabajo mencionado anteriormente de nuestro laboratorio (Prieto, Sotelo y Seija et al., 

2017) mostró niveles elevados de EMMPRIN en LLC, caracterizándose sus isoformas y su 

interacción con S100A9, además de la activación de NF-KB como v í a  de progresión 

tumoral. 
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Posteriormente, Rodríguez y colaboradores reportaron que la interacción entre las células 

leucémicas y las células estromales aumentaba la expresión de EMMPRIN en el clon tumoral, 

sugiriendo su participación en la progresión (Rodriguez et al., 2020). 

En cuanto a su función biológica, EMMPRIN, fue nombrado como "extracellular matrix 

metalloproteinase inducer" debido a su capacidad para inducir la producción de MMPs por las 

células cancerígenas, fibroblastos y células endoteliales, promueve la degradación de la matriz 

extracelular y la membrana basal, facilitando la proliferación, invasión y metástasis tumoral 

(Tang et al., 2004; Gabison et al., 2005). Se ha demostrado que EMMPRIN estimula la 

producción de MMPs en fibroblastos vecinos, y estudios posteriores han mostrado que también 

puede inducir MMP en la misma población celular. Además, se ha reportado que la 

sobreexpresión de MMP-9 ocurre también en células LLC, y que los niveles elevados de 

(pro)MMP-9 intracelular se correlacionan con el estadio avanzado de esta neoplasia, así como 

con una mala supervivencia del paciente (Gusella et al., 2017; Redondo-Muñoz, 2006; Rodríguez 

et al., 2020). 

 
1.8 S100A9/EMMPRIN como un potencial blanco terapéutico en la LLC 

 
 

Los pacientes con una LLC progresora presentan un microambiente tumoral altamente activado, 

caracterizado por un entorno inflamatorio que favorece la proliferación y supervivencia de las 

células leucémicas. Evidencias recientes han demostrado que el clon tumoral no solo depende 

de señales autocrinas, sino que también interactúa activamente con células accesorias del 

microambiente, como células T, NLCs y monocitos, estableciendo un entorno que promueve la 

supervivencia de las células de LLC y resistencia a los tratamientos. 

En este contexto, estudios previos de nuestro grupo en LLC identificaron a la proteína 

proinflamatoria S100A9 como un factor clave en la activación del clon tumoral (Prieto, Sotelo y 

Seija et al., 2017 y Payque, tesina de grado, 2022). Se encontró que las células B de LLC son 

capaces de expresar S100A9, una proteína cuya expresión no había sido previamente descrita 

en estas células. Profundizando aún más en esto, se identificaron exosomas derivados del clon 

tumoral que contenían S100A9 y eran secretados al plasma de pacientes con LLC. Finalmente, 

este trabajo evidencia una asociación directa entre la progresión tumoral en LLC y la presencia 
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de S100A9, describiendo un mecanismo de autoactivación del clon tumoral a través de la 

activación de la vía NF-κB en células primarias de pacientes con alta progresión tumoral, 

Asimismo, se encontró que las células B leucémicas expresan niveles elevados del receptor 

EMMPRIN y pueden interactuar tanto con la proteína recombinante S100A9 como con 

exosomas plasmáticos de pacientes progresores que la contienen. Estos hallazgos, confirmados 

por citometría de flujo y microscopía confocal, demostraron la colocalización de S100A9 con 

EMMPRIN en la superficie celular (Prieto, Sotelo y Seija et al., 2017). 

Mi trabajo de tesis de grado y, posteriormente, mi maestría se enmarca dentro de esta línea de 

investigación. En mi tesis, confirmamos que el receptor de S100A9, EMMPRIN, está 

sobreexpresado en células B leucémicas y que, además, la estimulación de células primarias de 

pacientes con S100A9 recombinante humana (rhS100A9) induce la fosforilación de AKT(Ser473). 

Estos datos sugieren que la activación de la vía PI3K/AKT, también sería un blanco del eje 

S100A9/EMMPRIN ya que su inhibición con Tasquinimod, es capaz de reducir significativamente 

la fosforilación de AKT (Payque, 2022). 

A partir de estos hallazgos y los estudios previamente detallados, surgieron las preguntas y 

objetivos de mi tesis de maestría, que buscan profundizar en el papel del eje S100A9/EMMPRIN 

en la progresión de la LLC. El objetivo general más amplio y ambicioso es establecer las bases 

teóricas para explorar el uso de inhibidores del eje S100A9/EMMPRIN como una estrategia 

terapéutica en el tratamiento de la LLC. 
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Objetivo general e hipótesis 

Caracterizar los mecanismos moleculares a través de los cuales la proteína S100A9 regula las 

principales vías de proliferación tumoral NF-kB, pi3K/AKT y MAPK/JNK en la LLC; aportando 

datos preclínicos que validen la hipótesis del trabajo: “Inhibir la actividad de la proteína pro- 

inflamatoria S100A9 podría ser un blanco terapéutico alternativo en la LLC” 

 
Objetivos Específicos 

 

 
1) Caracterización molecular de EMMPRIN como único receptor del homodímero S100A9, 

en células de LLC. 

 
2) Evaluación de las señales de progresión tumoral (sobrevida, ciclo celular y migración) en 

las células leucémicas luego de la activación con la proteína S100A9 

 
3) Estudios de inhibición del eje S100A9/EMMPRIN como un modelo de blanco terapéutico 

en la LLC 

 
4) Caracterización funcional in-vivo del rol del homodímero S100A9 en la LLC 
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2.1 Muestras de pacientes con LLC 

 
Las muestras utilizadas en el presente trabajo fueron aprobadas por los comités institucionales 

del Hospital Maciel (No. 28/2017), CASMU (No. 2019/2017), el Institut Pasteur de Montevideo 

(No. 05/2022) y el H. Lee Moffitt Cancer Center & Research Institute (Pro00000316_CR000003). 

Todos los participantes dieron su consentimiento informado por escrito, de acuerdo con las 

normativas éticas y los principios de la Declaración de Helsinki. El diagnóstico de LLC se basó en 

características celulares e inmunofenotípicas, siguiendo las guías de diagnóstico vigentes 

(Rawstron et al., 2018). 

 
Una vez obtenida la sangre periférica (SP), se procedió al aislamiento de las PBMCs por 

centrifugación en gradiente de densidad, utilizando el reactivo Ficoll-Histopaque–1077 (Sigma), 

siguiendo indicaciones del proveedor e inmediatamente criopreservadas con 90% Suero Fetal 

Bovino (SFB) y 10% de dimetilsulfóxido (DMSO) (Sigma), utilizando el recipiente de congelación 

Mr. Frosty™ (Thermo Scientific™), almacenadas a -80 ºC y posteriormente en nitrógeno líquido. 

 
Para los ensayos los pacientes fueron divididos y clasificados en dos grupos: (1) progresores, 

caracterizados por un tiempo de duplicación linfocitaria < 6 meses, necesidad de tratamiento 

antes de los 3 años, expresión de AID y LPL positiva y estado mutacional de IGVH No mutado (U- 

LLC), y (2) indolentes, caracterizados por un tiempo de duplicación linfocitaria > 6 meses, sin 

necesidad de tratamiento antes de 4 años, estado mutacional de IGVH mutado (M-LLC) y 

ausencia de expresión de AID y LPL en SP. La tabla con las características clínicas y moleculares 

de cada paciente se encuentran en la Tabla 3 a continuación. 
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Tabla 3. Caracterización clínica y molecular de los pacientes con LLC estudiados. 

 

 Edad Sexo Estadio 

Binet 

LBC 

(células/uL) 

IGVH AID LPL Reordenamiento 

IGVH 

Estado clínico de la 

enfermedad 

1 79 M A 31000 M (-) (-) VH3-21*01 Indolente 

2 61 F A 42620 M (-) (-) VH4-34*01 y *02 Indolente 

3 55 F A 22900 M (-) (-) VH5-51*01 Indolente 

4 50 M A 40000 M (-) (-) VH4-34*01 Indolente 

5 61 M A 42700 M (+) (-) VH4-59*01 Indolente 

6 67 F A 21570 M (-) (-) VH3-33*01 Indolente 

7 79 F A 22520 M (-) (-) VH3-48*03 Indolente 

8 54 M B 30060 M (-) (-) VH3-7*01 Indolente 

9 49 F A 57000 M (-) (-) VH2-05*02 Indolente 

10 76 M A 28680 M  (-) (+) VH4-34*02 Indolente 

11 71 M A 35700 UM (-) (-) VH1-3*01 Indolente 

12 55 M A 14400 M (-) (-) VH3-23*01 Indolente 

13 55 F A 16000 M (-) (-) VH4-34*01 Indolente 

14 74 M A 16580 M (-) (-) VH1-2*02 Indolente 

15 72 M A 22100 M (-) (-) VH2-5*02 Indolente 

16 62 M C 170000 UM (-) (+) VH1-18*01 Activa/Progresiva 

17 63 M B 86000 UM (+) (+) VH3-30*18 Activa/Progresiva 

18 79 M C 213300 M (+) (+) VH3-48*04 Activa/Progresiva 

19 52 M C 421000 UM (+) (+) VH1-69*01 Activa/Progresiva 

20 57 M B 59000 UM (+) (-) VH3-74*01 Activa/Progresiva 

21 69 M C 6816 UM (+) (+) VH3-21*01 Activa/Progresiva 

22 77 M B 137780 M (+) (+) VH3-23*01 Activa/Progresiva 

23 33 M C 400000 UM  (+) (+) VH4-39 Activa/Progresiva 

24 51 M C 120000 UM (-) (-) VH1-69*12 Activa/Progresiva 

25 74 M C 303000 UM (-) (+) V4-39*01 Activa/Progresiva 

26 63 F C 102400 UM (+) (+) VH4-61*02 Activa/Progresiva 

27 50 M C 143630 M (+) (+) VH3-7*01 Activa/Progresiva 

28 59 M C 85460 M (-) (-) VH2-5 Activa/Progresiva 

29 63 M IB 31980 UM (+) (+) VH1-2*02 Activa/Progresiva 

30 61 M C 215800 UM (+) (+) VH1-69*13 Activa/Progresiva 

 
Para cada paciente se incluyó: Clasificación clínica de Binet; Recuento linfocitario (10x103 células/uL) en SP; 
Perfil mutacional IgVH: Mutado o No mutado; Reordenamiento IGVH; Expresión de AID y LPL. 
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2.2 Análisis de expresión de EMMPRIN por Western Blot 
 

 
PBMCs (5-10x10⁶) se lisaron en buffer RIPA (Radioimmunoprecipitation assay buffer, Tris-HCl 

10mM pH 8.0, EDTA 1mM, 1% NP-40, 0.1% desoxicolato de sodio, SDS 0.1%, NaCl 140mM, 

diluido en dH2O) con inhibidores de proteasas (Roche, Cat. Nº 11873580001), ajustando el 

volumen del buffer según el número de células. Se incubaron las células con el buffer RIPA por 

10 minutos en hielo y se prosiguió con la lisis utilizando un homogeneizador ultrasónico con 

micro-punta, aplicando 4 pulsos ultrasónicos de 30% de amplitud, cada 10 segundos. 

Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 13,500 rcf por 15 minutos a 4°C, recolectando 

el sobrenadante que contiene las proteínas solubles. La concentración de proteínas se 

determinó mediante el método del ácido bicinconínico (BCA) (Pierce® BCA Protein Assay Kit, 

Thermo Fisher). Previo al sembrado, las muestras se diluyeron en buffer de carga (β- 

mercaptoetanol 25%, SDS 2.5%, Glicerol 50%, Buffer Tris-HCl 0.125 M pH 6.8, Azul de 

Bormofenol 0.1 mg/mL), y se calentaron a 95ºC por 10 minutos para su reducción. 

Posteriormente, se cargaron 50ug de proteína por muestra y se separaron mediante 

electroforesis en condiciones reductoras (SDS-PAGE) en geles de poliacrilamida al 10%. La 

migración se efectuó fijando la corriente eléctrica en 25 mA constantes por gel. Posteriormente, 

se realizó electrotransferencia húmeda en membrana de nitrocelulosa de 0,45µm (Amersham, 

G&E) durante 1:30hs a una corriente eléctrica constante de 150 mA. Para confirmar la correcta 

transferencia de proteínas se tiñeron las membranas con el colorante rojo ponceau 0,2% v/v en 

5% de ácido acético. Luego de confirmar la transferencia, se procedió a bloquear la membrana 

con leche descremada al 5% en PBS-Tween 20 0.3% a 37°C durante 1h, las membranas se 

incubaron durante la noche a 4°C en agitación suave con un anticuerpo anti-EMMPRIN humano 

conjugado a HRP (Santa Cruz) a una dilución de 1:200 en PBS-Tween 20 0,3%, -Leche 3%. Los 

anticuerpos utilizados para WB se encuentran detallados en la tabla 4. Al día siguiente se lavó la 

membrana 3 veces con PBS-Tween 20 0,3% y las bandas de proteína se detectaron mediante 

quimioluminiscencia (Super Signal West Pico Chemiluminescent Kit, Thermo Scientific™), la señal 

se capturó usando el fotodocumentador Image Quant 800 (Amersham Biosciences, Amersham, 

Reino Unido). 
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Una vez obtenidas las imágenes para EMMPRIN se utilizó como control de carga proteica para 

poder evaluar semicuantitativamente la expresión del receptor, un anticuerpo específico para la 

proteína Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH). Para ello, se realizó el protocolo de 

remoción de anticuerpos (stripping) incubando la membrana con 7 M de cloruro de guanidina 

durante 7 minutos con agitación suave a temperatura ambiente. Luego, se realizaron tres 

lavados de 2 minutos con PBS-Tween 20 0.3%, se bloqueó la membrana con leche descremada 

al 5% en PBS-Tween 20 0.3% durante 1h a 37°C, y se retomó el protocolo utilizando el 

anticuerpo anti-GAPDH seguido del anticuerpo secundario anti-conejo conjugado a HRP (Tabla 

4). 

Tabla 4. Anticuerpos utilizados para Western Blot 

 

Anticuerpo Compañía Clon Dilución 

Anti-EMMPRIN-HRP (CD147) Santa Cruz #21746 8D6 1:200 

Anti-GAPDH 
Abcam #ab37168 Policlonal 1:5000 

Anti-conejo IgG HRP 

(Ac. secundario) 

 
Sigma-Aldrich 

Policlonal 1:10000 
A0545 

 
 

 
Los resultados obtenidos de WB se analizaron de forma semicuantitativa midiendo la intensidad 

óptica de las bandas de interés se cuantificó utilizando el software ImageJ. Los valores de las 

señales de EMMPRIN se normalizaron dividiéndolos por los de GAPDH, obteniendo así 

cantidades relativas. 

 

 
2.2.1 Ensayo de desglicosilación de EMMPRIN 

 
El tipo de glicosilación de EMMPRIN ha sido previamente caracterizado en distintos tipos de 

cánceres, mostrando que esta glicoproteína de membrana presenta diferentes grados de N- 

glicosilación, los cuales pueden influir en su función biológica y en su interacción con otros 

receptores o ligandos (Tang et al., 2004; Bai et al., 2014). 
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Para evaluar el tipo de glicosilación de EMMPRIN en las células de LLC se realizó un ensayo de 

desglicosilación desnaturalizante utilizando la enzima N-glicosidasa F (PNGasa F, Promega Cat. 

NºV4831) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Esta enzima remueve específicamente 

las N-glicosilaciones. Se usaron 20 µg de lisado de proteínas en buffer RIPA, añadiendo SDS 5%, 

DTT 1M, y desnaturalizando a 95°C 5 minutos. A continuación, a temperatura ambiente se 

añadió buffer fosfato de sodio 0.5M (pH 7.5), NP-40 10%, y PNGasa F, se incubó durante 3 horas 

a 37°C. Luego, se agregó buffer de carga y los productos desglicosilados se analizaron mediante 

WB siguiendo el protocolo mencionado anteriormente. 

 
2.3 Análisis de expresión basal de EMMPRIN y RAGE por citometría de flujo 

 
PBMCs (10x10⁶) de pacientes con LLC se descongelaron y fueron incubadas en placas de 96 

pocillos a una densidad de 100.000 células/pozo en un volumen de 200μL de medio RPMI-1640 

suplementado con 10% de FBS y antibióticos a 37°C, 95% de humedad y 5% de CO2. Se evaluó la 

expresión de EMMPRIN luego de la activación con diferentes estímulos: CpG-ODN (A una 

concentración final, Cf: 2μM) más IL-15 (Cf: 15ng/ml, Peprotech, Cranbury, NJ); o anti-IgM (Cf: 

20mg/ml, Jackson Laboratory) ambos durante 48 horas, y CD40L soluble humano (Cf: 1μg/ml, 

Peprotech) más IL-4 (Cf: 5ng/ml, Peprotech) durante seis días. Las células no estimuladas 

cosechadas luego de los tiempos específicos para cada estimulación fueron utilizadas como 

control. Posteriormente, se analizó la expresión de EMMPRIN por WB siguiendo el protocolo 

mencionado en el punto 2.2 y por citometría de flujo. 

Tabla 5. Anticuerpos utilizados para el análisis de EMMPRIN y RAGE por citometría de flujo 

 

Anticuerpo Compañía Clon Fluorocromo Dilución 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Anti- EMMPRIN 

 

Anti-CD19 Biolegend #302228 HIB19 PerCP 1:50 

Anti-CD5 Biolegend #300606 UCH2 FITC 1:50 

Anti- RAGE Santa Cruz #5563 H-300 No conjugado 1:40 

Anti-rabbit IgG Invitrogen #A10523 Policlonal APC 1:1000 

 
Biolegend #306216 

 
HIM6 

 
PE/Cy7 

 
1:10 
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Para la adquisición de los datos, se utilizaron controles de fluorescencia menos uno (FMO), es 

decir, muestras marcadas con todos los anticuerpos menos el blanco a analizar. Los análisis de 

citometría de flujo se realizaron en el citómetro Attune NxT (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA), y los datos fueron procesados con el software FlowJo (BD Biosciences, versión 10.8.1). 

 

 
2.4 Estimulación de PBMCs in-vitro y evaluación de EMMPRIN 

 

 
PBMCs (10x10⁶) de pacientes con LLC se descongelaron y fueron incubadas en placas de 96 

pocillos a una densidad de 100.000 células/pozo en un volumen de 200μL de medio RPMI-1640 

suplementado con 10% de FBS y antibióticos a 37°C, 95% de humedad y 5% de CO2. Se evaluó la 

expresión de EMMPRIN luego de la activación con CpG-ODN (A una concentración final, CF, de 

2μM) más IL-15 (Cf: 15ng/ml, Peprotech, Cranbury, NJ), anti-IgM (Cf: 20mg/ml, Jackson 

Laboratory) durante 48 horas, y CD40L soluble humano (Cf: 1μg/ml, Peprotech) más IL-4 (Cf: 

5ng/ml, Peprotech) durante seis días. Las células no estimuladas obtenidas luego de los tiempos 

específicos para cada estimulación fueron utilizadas como control. Posteriormente, se analizó la 

expresión de EMMPRIN por WB y por citometría de flujo como fue descrito previamente. 

Para el protocolo de citometría de flujo se colocaron las células de cada condición en una placa 

de 96 pocillos, se tiñeron inicialmente con el marcador de viabilidad Zombie Violet™ Fixable 

Viability Kit (Biolegend) diluido 1:1000 y se incubaron en oscuridad 15 minutos a temperatura 

ambiente. Posteriormente se hicieron dos lavados con PBS 1X y se prosiguió a realizar el 

marcaje extracelular con los anticuerpos anti-CD5-FITC y anti-CD147-PECy7 en las condiciones 

descritas previamente. Luego de esta etapa, las células fueron fijadas y permeabilizadas con el 

kit Cyto-Fast/Perm (BioLegend) para permitir la detección de proteínas intracelulares. En esta 

fase, se realizó la marcación intracelular con anti-IgM-PE (1:50) y se volvió a marcar CD147-PECy7 

para cuantificar tanto la expresión en la membrana celular como la presencia de su forma 

inmadura dentro del retículo endoplasmático. Todos los marcadores se determinaron utilizando 

controles de FMO. 
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Los anticuerpos y sus respectivas diluciones se encuentran detallados en la tabla 5. La 

adquisición se realizó en el citómetro de flujo Attune NxT (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA), y los datos se analizaron con el software FlowJo (BD Biosciences), versión 10.8.1. 

 

 
2.5 Evaluación de la expresión de proteínas implicadas en la activación de las vías NF-kB, 

Pi3K/AKT y MAPK/JNK luego de la activación in-vitro con S100A9 

 

 
PBMCs de pacientes con LLC con diferente evolución clínica (progresores e indolentes) se 

descongelaron en medio RPMI-1640 con 10% de FBS y se ajustó la concentración celular final a 

2x106 células/mL. En todos los tratamientos aplicados, las células se sembraron en placas de 

cultivo de 48 pocillos a una densidad de 1x106 células/pozo por condición en un volumen de 

500μl. Las células fueron incubadas con 10μg/mL S100A9 humana recombinante (rhS100A9) 

(MyBioSource, San Diego, CA) en medio RPMI-1640-10% de FBS y antibióticos a 37°C, 95% de 

humedad y 5% de CO2. La evaluación del estado dimérico de la proteína S100A9 del proveedor 

fue realizado en la Unidad de Proteínas Recombinantes del IPMont, mediante gel filtración, 

datos no mostrados. Posteriormente, se realizó citometría de flujo para evaluar las proteínas 

anti-apoptóticas MCL-1 y BCL-2, así como fosfo-retinoblastoma 1 después de 48 horas. La 

fosforilación de AKT1(Ser473 y Thr308), IKKα/β(Ser176/180) y c-Jun N-terminal kinase (JNK(Thr183/185)) se 

analizó después de 72 horas. Como fue descrito previamente la fosforilación en estos residuos 

son evidencia del estado de activación de estas vías (Nishina, Wada & Katada, 2004; Arcaro & 

Guerreiro, 2007; Zhuang et al., 2010; Kim, Hawke & Baldwin, 2006). 

Para los experimentos en los que se añadieron los inhibidores in-vitro, se utilizó como 

inhibidores de S100A9 Tasquinimod (TasQ) (MedChemExpress, Monmouth Junction, NJ) o 

Paquinimod (PaQ) (MedChemExpress) a Cf:10μM. El anticuerpo bloqueador de EMMPRIN 

(Ancell, Bayport, MN. Clon UM-8D6, Cat. 376-020) a Cf:10μg/mL y el inhibidor AC-73 (Cf:1μM, 

MedChemExpress), que se une específicamente a EMMPRIN e interrumpe su dimerización 

impidiendo su función (Fu ZG et al., 2016). Las células no estimuladas al tiempo final del 

experimento fueron utilizadas como control. 
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Luego de la incubación in-vitro las células se analizaron mediante citometría de flujo 

multiparamétrica. Las células leucémicas tratadas fueron sembradas en placas de 96 pocillos a 

una densidad de aproximadamente 300.000 células por pozo. Se centrifugaron por 5 minutos y 

se lavaron con PBS 1X. Posteriormente, se marcaron con el marcador de viabilidad Zombie 

Violet™ Fixable Viability Kit (Biolegend), diluido 1:1000, y se incubaron durante 15 minutos a 

temperatura ambiente en oscuridad. La marcación con anti-CD5-PECy7 diluido 1:100 la fijación y 

permeabilización para el posterior marcaje con el anti-IgM-PE se realizaron como fue 

previamente descrito. Los anticuerpos intracelulares para las moléculas blanco específicas (MCL- 

1 y BCL-2, pRB-1, AKT1(Ser473 y Thr308), IKKα/β(Ser176/180) y JNK(Thr183/185) fueron utilizados como se 

detallan en la lista de anticuerpos en la Tabla 6. 

 

 
Tabla 6. Anticuerpos primarios empleados para el análisis de proteínas implicadas en la 
activación de las vías NF-kB, Pi3K/AKT y MAPK/JNK. 

 

Anticuerpo Proveedor Clon Fluorocromo Dilución 
 

 

Anti-pAKT (Ser473) Invitrogen #17-9715-42 SDRNR 
APC 1:200 

 
 

Anti-pAKT (Thr308) Cell Signaling #43506S D25E6 
Alexa Fluor 488 1:100 

Anti-pIKKα/βα (Ser176/180) Cell Signaling #2078S 16A6 No conjugado 1:200 

Anti-JNK(Thr183/185) Cell Signaling #9257S G9 Alexa Fluor 647 
1:100 

MCL-1 Cell Signaling #78471S D2W9E Alexa Fluor 647 

Péptido 

1:100 

BCL-2 Biolegend #658706 
sintético 

Alexa Fluor 647 
1:100 

phospho-Rb(Ser807/811) Cell Signaling #8974S D20B12 Alexa Fluor 647 1:100 

Anti-rabbit IgG 

(Ac. secundario) 
Invitrogen #A10523 Policlonal APC 

1:1000 
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Para llevar a cabo la compensación de fluorescencia, se prepararon controles con perlas 

UltraComp eBeads™ Compensation Beads (Invitrogen), cada uno marcado con un único 

fluorocromo empleado en la marcación. Todos los marcadores se determinaron utilizando 

controles FMO. La adquisición se realizó en el citómetro de flujo Attune NxT (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA), y los datos se analizaron con el software FlowJo (BD Biosciences), 

versión 10.8.1. 

 
2.6 Análisis de muerte celular mediada por Caspasa-3/7 en células activadas con rhS100A9 por 

citometría de flujo 

 

 
PBMCs (1x106) de LLC fueron incubadas in-vitro en medio RPMI-1640-10% de FBS y antibióticos 

con o sin 10 μg/mL de rhS100A9. Las células se mantuvieron en un incubador con una 

temperatura de 37°C y una atmósfera de 5% de CO2 por 48 hs. Posteriormente, se realizaron 

experimentos para determinar el porcentaje de células apoptóticas utilizando el kit Caspase-3/7 

Flow Cytometry Assay (Invitrogen). Este kit permite la detección de caspasa-3 y caspasa-7 

activadas en células apoptóticas e incluye el marcador de viabilidad SYTOX™ AADvanced™ Dead 

Cell. 

Se colocaron 0.5x106 células de cada condición en una placa de 96 pocillos, se lavaron con PBS 

1X y se realizó el marcaje de superficie utilizando los anticuerpos CD5-PE-Cy7 y CD19-PB, incubando 

por 10 minutos a temperatura ambiente, protegido de la luz. Posteriormente, se lavaron las 

células con PBS 1X y se agregaron 50 µL del reactivo A del kit Caspase 3/7-FITC, diluido 1/1000, y 

se incubó durante 25 minutos a 37°C, protegido de la luz. A continuación, se agregaron 50µL de 

reactivo B SytoxAADvanced, diluido 1/500, por 5 minutos a 37°C, protegido de la luz. Después de 

la incubación, se agrega 50 µL de PBS 1X para completar un volumen total de 150µL. Finalmente, 

se evaluaron los porcentajes de células CD19+CD5+ viables, apoptóticas y necróticas por 

citometría de flujo en el citómetro Cytek® Aurora (Cytek, USA), y los datos se analizaron con el 

software FlowJo (BD Biosciences), versión 10.8.1. 
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2.7 Análisis de expresión de mRNA por PCR cuantitativa (qPCR) 
 

 
La extracción de ARN se realizó a partir de 5x106 PBMCs de LLC utilizando Trizol (Invitrogen, 

Carlsbad, CA), siguiendo las indicaciones del proveedor. Posteriormente, el RNA obtenido se 

cuantificó por absorbancia a 260nm en el NanoDrop™ (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA). 

A partir de 1µg de RNA se realizó la síntesis de cDNA, empleando la enzima M-MLV (Moloney 

Murine Leukemia Virus, Invitrogen, 28025). Se utilizó como cebador oligo dT, para retro- 

transcribir las moléculas de ARN mensajero (ARNm) presentes en ese momento en las células 

tumorales. La amplificación por PCR cuantitativa (qPCR) se realizó utilizando SYBR Green (Roche, 

Basel, Suiza) en el sistema QuantStudio3 Real-Time PCR (Applied Biosystems). Los primers 

utilizados se muestran en la tabla 7. 

Las reacciones de PCR de EMMPRIN, SP1, p27, CCL3, CCL4, MMP2, MMP9 y GAPDH, este último 

se utilizó como control endógeno fueron realizadas de la siguiente manera: se mezcló 1µL del 

cDNA, con los reactivos correspondientes (Master Mix ROCHE, H2O y primers). Las condiciones 

de la reacción fueron las siguientes: 50 °C durante 2 minutos, 95 °C durante 10 minutos, y 40 

ciclos de desnaturalización a 95 °C durante 15 segundos, seguidos de un paso combinado de 

annealing y extensión a 60 °C durante 1 minuto. Específicamente, para la PCR de SP1 la 

temperatura de annealing fue de 58°C durante 1 minuto. 

Tabla 7. Primers utilizados para análisis por PCR cuantitativa (qPCR) 
 

 Primer Forward (5’→3’) Primer Reverse (5’→3’) 

EMMPRIN AGG AAT AGG AAT CAT GGC GGC CGT GCT GGT GGT AGG TGG CG 

SP1 GAC GTT GAT GCC ACT GTT GGC AAG 
TCA AGA CCC ACC AGA ATA AGA AGG 

GAG 

p27 CCG GCT AAC TCT GAG GAC AC AGA AGA ATC GTC GGT TGC AG 

CCL3 GAC ACT CGA GCC CAC ATT CCG CCC CTC AGG CAC TCA GCT CC 

CCL4 CCA CCA ATA CCA TGA AGC TCT G CCT AAT ACA ATA ACA CGG CAC ATA A 

MMP2 AGC GAG TGG ATG CCG CCT TTA A CAT TCC AGG CAT CTG GAT GAG 

MMP9 GGT CCC AGA CCT GGG CAG ATT GGT CCC AGA CCT GGG CAG ATT 

GAPDH TCG GAG TCA ACG GAT TTG CCT GGA AGA TGG TGA TGG 
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Para el análisis se calculó la expresión relativa. Primero se utilizó GAPDH como control 

endógeno, restando el threshold cycle (Ct) de las muestras corridas por duplicado de cada gen 

objetivo al Ct de las muestras duplicadas de GAPDH, calculando el ∆Ct promedio. Los valores de 

∆∆Ct se determinaron utilizando el ∆Ct de las células no estimuladas de cada paciente, y la 

diferencia del factor de expresión se calculó mediante 2−∆∆Ct (fold change). 

 

 
2.8 Análisis estadísticos 

 

 
Los análisis estadísticos se realizaron utilizando el software GraphPad v10.1.2, y los resultados 

se presentan como media ± desviación estándar (SD) o media ± error estándar de la media 

(SEM). Para las comparaciones entre dos grupos, se aplicó la prueba t de Student para muestras 

pareadas o no pareadas. El análisis de múltiples grupos se realizó mediante ANOVA de una vía. 

Para los análisis de correlación, se empleó regresión lineal y se calculó el coeficiente de 

correlación de Pearson. En todos los casos, un valor de p < 0,05 se consideró estadísticamente 

significativo. 
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RESULTADOS 
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3.1 Análisis de la expresión de EMMPRIN en células de LLC de pacientes con diferente 

evolución clínica 

 
La proteína S100A9, conocida por su papel en la inflamación y la progresión tumoral, puede 

interactuar con varios receptores, incluidos TLR4, RAGE, EMMPRIN y CD33, y CD69. Además, 

en su forma unida a calcio, S100A9 se asocia con ácido araquidónico, elementos del 

citoesqueleto como los filamentos intermedios de queratina, MMPs y fibronectina 

(Markowitz & Carson, 2013). 

 
Dentro de estos receptores, CD33 es un receptor expresado principalmente en células 

mieloides progenitoras (Möller et al., 2023), mientras que CD69, una proteína de activación 

temprana en linfocitos, participa en la regulación de la respuesta inflamatoria y su 

interacción con el complejo S100A8/S100A9 contribuye a la diferenciación de células T 

reguladoras (Lin et al., 2015). RAGE se ha reportado principalmente por su interacción con el 

dímero S100A8/S100A9, mientras que TLR4, además de reconocer este complejo, muestra 

una baja expresión en las células de LLC (Barcellini et al., 2014; Skorka et al., 2021). A 

diferencia de estos receptores, estudios previos han identificado a EMMPRIN como receptor 

específico para la forma dimérica de S100A9 (Hibino et al., 2013). La cual fue encontrada en 

exosomas séricos de pacientes progresores con LLC (Prieto, Sotelo y Seija et al., 2017). De 

esta manera el estudio del eje S100A9/EMMPRIN en la LLC adquiere particular relevancia. 

 
EMMPRIN se ha asociado con distintas neoplasias, donde se ha demostrado que su 

sobreexpresión está asociada con un fenotipo más agresivo, mayor actividad de las MMPs y 

una progresión acelerada de la enfermedad (Hibino et al., 2013; Weidle et al., 2010; 

Nabeshima et al., 2006; Rodríguez et al., 2020). En la LLC, Rodríguez y colaboradores 

reportaron que la presencia de EMMPRIN se asocia con un aumento en la actividad de las 

MMPs y un comportamiento tumoral más agresivo (Rodríguez et al., 2020). Estos hallazgos, 

sumados a los resultados de mi trabajo final de carrera que evidenciaron niveles elevados 

de EMMPRIN en muestras de pacientes con LLC en comparación con donantes sanos 

(Payque, 2022), nos motivaron a profundizar en su caracterización en este estudio. Para 

esto, nos planteamos evaluar por citometría de flujo la expresión de EMMPRIN en células B 

de pacientes con LLC de distinta evolución clínica: progresiva e indolente, y compararlos con 
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DS 

LLC 

 

LLC 

 

 

células B de donantes sanos. 

 
Como puede observarse en la figura 4, el análisis de expresión del receptor EMMPRIN por 

citometría de flujo revela un incremento significativo en células B de LLC (CD19+/CD5+) de 

los pacientes con una evolución más agresiva de la enfermedad, grupo de pacientes 

progresores (media: 24.909, n=15) en comparación con las células B tumorales del grupo de 

pacientes indolentes (media: 12.500, n=15). Las células B (CD19+) de donantes sanos 

adultos muestran una media similar a la del grupo indolente (media MFI: 11.662, n=5). 

 

Figura 4. Niveles de EMMPRIN evaluados por citometría de flujo en células B de pacientes con LLC 

progresores, indolentes y donantes sanos (DS). PBMCs de pacientes con LLC con diferente 

evolución clínica y de DS fueron descongeladas y marcadas con anticuerpos específicos para la 

detección de EMMPRIN, como se detalla en la sección 2.3. Se muestran los niveles de EMMPRIN 

medidos en MFI y los histogramas representativos de EMMPRIN en un paciente progresor, uno 

indolente y un DS. La línea punteada negra indica el control de fluorescencia menos uno (FMO), 

utilizado para definir los límites de positividad (ns: no significativo, p: ***<0.0005, ****<0.0001, 

ANOVA de una vía). 

 

 

Para continuar con la caracterización del receptor EMMPRIN y considerando los trabajos 

previos que describen altos niveles de glicosilación asociados con la progresión tumoral en 

otros tipos de cáncer (Tang et al., 2004; Bai et al., 2014), creímos interesante estudiar el 

perfil de glicosilación de esta molécula en muestras de pacientes con LLC y diferente 

evolución clínica. 
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EMMPRIN es una glicoproteína con un core proteico de aproximadamente 27 kDa, y se han 

descrito hasta el momento dos principales glicoformas: una altamente glicosilada o high 

glycosylated (HG-EMMPRIN) de ~40-60 kDa, y otra menos glicosilada o low glycosylated (LG- 

EMMPRIN) de aproximadamente 32 kDa (Tang et al., 2004). La forma glicosilada madura 

HG-EMMPRIN es la que se transloca a la membrana plasmática y es biológicamente 

funcional (Bai et al., 2014). Esta forma (HG) ha sido asociada con la progresión tumoral en 

linfoma y parece estar especialmente relacionada con la inducción y regulación de las MMPs, 

facilitando la carcinogénesis, el crecimiento tumoral, la invasión y la metástasis (Tang et al., 

2004; Bai et al., 2014). 

Las variables de HG o LG de EMMPRIN fueron explorados por primera vez en mi tesis de 

grado y validadas en este trabajo en un mayor número de pacientes estudiados. Como 

puede observarse en la figura 5, panel A, el análisis semicuantitativo mediante WB revela un 

incremento significativo de la forma altamente glicosilada de EMMPRIN en las células de LLC 

de pacientes progresores, en comparación con el grupo indolente. En el panel B se muestra 

de manera representativa el perfil de glicosilación revelado con un anticuerpo específico 

anti-EMMPRIN. Al correlacionar estos hallazgos con el estadio clínico de Binet pudimos 

observar que los pacientes con estadios más avanzados (B y C) presentan mayor expresión 

del receptor EMMPRIN, en comparación con aquellos en estadio A (Figura 5, panel C). Esto 

refuerza la hipótesis previamente planteada por nuestro laboratorio (Prieto and Seija et 

al.,Blood, 2017) acerca de la activación del eje S100A9/EMMPRIN en la célula leucémica 

durante la progresión de la enfermedad. Esto refuerza la hipótesis previamente planteada 

por nuestro laboratorio (Prieto, Sotelo y Seija et al., 2017) acerca de la activación del eje 

S100A9/EMMPRIN en la célula leucémica durante la progresión de la enfermedad. 
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Figura 5. Expresión de EMMPRIN en células de LLC y su asociación al estadío Binet. A) Expresión de 

EMMPRIN en pacientes progresores e indolentes Blot representativo de EMMPRIN en pacientes con 

LLC progresiva e indolente. Las PBMCs de pacientes con distinto estadio clínico se lisaron en buffer 

RIPA con inhibidores de proteasas. Las proteínas (50 µg) se separaron por SDS-PAGE, se transfirieron 

a membranas de nitrocelulosa y se detectaron con anticuerpo anti-EMMPRIN-HRP. La cuantificación 

relativa se realizó por densitometría (ImageJ) y se normalizó con GAPDH. (p≤0.05, t-test no pareado). 

En el Blot representativo se visualiza el perfil migratorio de EMMPRIN en ambos grupos de pacientes 

B) El gráfico muestra la expresión de HG-EMMPRIN en unidades relativas según el estadío Binet de 

los pacientes estudiados (p: **<0.005, ****<0.0001, ANOVA de una vía). 
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3.2 Evaluación del tipo de glicosilación (N/O-glicosilación) del receptor EMMPRIN en 
células de LLC 

 

 
Como evidenciamos previamente, EMMPRIN no solo muestra una mayor cantidad de 

expresión del receptor en el grupo de pacientes progresores, sino también un perfil de 

glicosilación diferente, donde las formas HG son mayoritarias en comparación con las 

formas LG. Dado que estudios previos describen una asociación entre el tipo de glicosilación 

de este receptor y diferentes tipos de cáncer (Nabeshima et al., 2006; Bai et al., 2014), 

decidimos evaluar el tipo de glicosilación de este receptor en las células de LLC. EMMPRIN 

presenta tres sitios de glicosilación N-ligada en Asn (Asn44, Asn152 y Asn186) en su extremo 

N-terminal (Cui et al., 2018; Li et al., 2016). Aprovechando esta característica, llevamos a 

cabo un ensayo de desglicosilación utilizando la enzima N-glicosidasa PNGasa F, que 

hidroliza los oligosacáridos unidos a asparagina, eliminando específicamente N-glicanos de 

tipo complejo, híbrido o de alta manosa. 

Los resultados obtenidos revelaron mediante Western Blot que, luego del tratamiento con 

PNGasa F, las formas glicosiladas de EMMPRIN (HG y LG) desaparecieron, dando lugar a una 

nueva banda cercana a 27 kDa, correspondiente al núcleo de la proteína (Core) (Figura 6). 
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Figura 6. Análisis del tipo de glicosilación de EMMPRIN en células de pacientes con LLC. Se 

analizaron lisados de proteinas de LLC tratados con N-glicosidasa F (PNGasa F) para evaluar la 

glicosilación de EMMPRIN. Los lisados (20 µg) fueron desnaturalizados en SDS 5%, DTT 1M a 95°C 

por 5 minutos, luego incubados con PNGasa F a 37°C durante 3 horas. Después del tratamiento, se 

analizó EMMPRIN por WB utilizando GAPDH como control de carga. Las glicoformas (HG y LG) se 

observaron en las muestras no tratadas, mientras que el core proteico se visualizó después del 

tratamiento con PNGasa F. 
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Previamente se ha demostrado que la falta de glicosilación de la molécula está asociada a la 

pérdida de función (Cui et al., 2018; Li et al., 2016). Nuestros resultados muestran una alta 

carga de glicosilación, sugiriendo que, en las células de LLC, el receptor EMMPRIN sería 

funcional. Sin embargo, se necesitan más estudios analizando un mayor número de 

pacientes y estudios de glicosilación más detallados para llegar a una conclusión final. 

 

 
3.3 Impacto de señales del microambiente tumoral en la regulación de EMMPRIN. 

 

 
Considerando que los pacientes con LLC progresiva presentan normalmente un 

microambiente tumoral más activado que las formas indolentes de la enfermedad, y que, a 

su vez, la glicosilación es un proceso post-transcripcional estrechamente regulado por el 

microambiente tumoral (Bai et al., 2014), planteamos investigar si algunas de las señales 

clásicas del microambiente en la LLC influyen en la expresión de EMMPRIN. Para esto, 

estimulamos in-vitro células de LLC de pacientes progresores e indolentes con señales 

típicas de la inmunidad adaptativa, como CD40L+IL-4 (emulando señales de activación 

dependientes de células T en los ganglios linfáticos), o señales activadoras del BCR con un 

anticuerpo anti-IgM. Ambas estimulaciones han sido ampliamente utilizadas en el estudio 

de la activación tumoral de las células de LLC (Grdisa, 2003; Guarini et al., 2008; Haselager et 

al., 2020). Por otro lado, también utilizamos señales activadoras más relacionadas con la 

inmunidad innata, como CPG+IL-15, estimulando el receptor TLR9, previamente descrito 

como un importante estímulo activador del clon tumoral en LLC (Decker et al., 2000). 

 
Luego de las diferentes activaciones se evaluaron los niveles de expresión de EMMPRIN por 

citometría de flujo (panel A, Figura 7), así como también el perfil de Gedisa glicosilación (HG o 

LG) en pacientes correspondientes a ambos grupos de la enfermedad (panel B, Figura 7). 
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Figura 7. Efecto de señales del microambiente tumoral en la regulación de EMMPRIN. Los niveles 

de EMMPRIN se evaluaron luego de la estimulación in-vitro con señales dependientes de células T 

(CD40L+IL4), dependientes del BCR activando con un anticuerpo Anti-IgM, e independientes de 

células T (CPG+IL15) como se describe en la sección 2.4. Se analizaron muestras de pacientes 

progresores e indolentes. ANOVA de una vía (* p<0.05, ** p<0.005, ****p<0.0001). 

 

Luego de la estimulación, observamos que las señales CPG+IL15 y CD40L+IL4 incrementaron 

la expresión de EMMPRIN en las células de LLC de ambos grupos de pacientes. En contraste, 

la estimulación con el anticuerpo anti-IgM no produjo un aumento significativo en la 

expresión de EMMPRIN en comparación con las condiciones basales. Cabe destacar que la 

estimulación con CD40L+IL4 generó un incremento de aproximadamente el doble en los 

niveles de EMMPRIN en las células de los pacientes progresores en comparación con las de 

los pacientes indolentes. Estos resultados indican que las señales del microambiente 

tumoral, particularmente aquellas dependientes de células T, juegan un papel importante 

en la regulación de EMMPRIN, con un mayor efecto en aquellos pacientes con una 

enfermedad más activa. 

 
Sin embargo, es importante considerar que la respuesta a la activación por CD40L parece ser 

heterogénea entre los pacientes. Diversos estudios han mostrado diferentes porcentajes de 

pacientes que responden o no a esta activación, y se ha sugerido que la respuesta podría 

(A) 
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depender de la expresión del receptor CD40 en las células tumorales. Artículos como los de 

Brugnoni et al. (1995), Buske et al. (1997), Granziero et al. (2001), Bhattacharya et al. (2015), 

y Borge et al. (2014) discuten cómo la presencia o ausencia de CD40 en las células de LLC 

influye en la capacidad de respuesta a la activación por CD40L. Esto subraya la complejidad 

de la regulación del microambiente tumoral y la importancia de identificar factores que 

modulen la respuesta terapéutica en estos pacientes. 

 

 
3.4 Correlación entre el factor de transcripción SP1 y EMMPRIN 

 
Debido a las claras diferencias en la expresión del receptor EMMPRIN luego de las 

activaciones in vitro del clon tumoral, nos propusimos investigar algunos de los factores de 

transcripción del gen codificante para la proteína EMMPRIN que podrían estar modulando 

su expresión. En diversos tipos de cáncer, como el de mama, hepatocarcinoma y pulmonar, 

se ha reportado que SP1 (Specificity Protein 1) es un factor de transcripción involucrado en 

la regulación de EMMPRIN. Hasta el momento, se han descrito tres sitios de unión para SP1 

en las regiones flanqueantes 3' y 5' del gen EMMPRIN (Kong et al., 2010 y 2016). Con este 

enfoque, decidimos estudiar la asociación entre las expresiones de SP1 y EMMPRIN en las 

células de LLC. Para ello, decidimos utilizar las muestras de pacientes que habían sido 

activadas in-vitro durante 6 días con CD40L+IL4, ya que nuestros resultados previos 

mostraban claros cambios en la expresión del receptor en esta condición. De esta manera, 

se evaluó la expresión génica tanto de EMMPRIN como de SP1 mediante qPCR, utilizando 

GAPDH como control interno. 

 
Nuestros resultados muestran que luego de la activación existe un aumento significativo en 

la expresión de SP1 y EMMPRIN (Figura 8A). Al analizar la expresión basal en muestras no 

estimuladas de 13 pacientes tanto progresores como indolentes, se identificó una 

correlación positiva significativa entre ambos, lo que sugiere que SP1 podría estar regulando 

la expresión de EMMPRIN en LLC (Figura 8B). Estos resultados coinciden con los estudios 

previos en otros tipos de cáncer, donde se ha demostrado que SP1 es responsable de la 

regulación transcripcional de EMMPRIN, contribuyendo a procesos como la proliferación, 

migración e invasión celular (Kong et al., 2014; Kong et al., 2016). 
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Figura 8. Correlación entre el factor de transcripción SP1 y EMMPRIN en muestras de pacientes 

con LLC. A) PBMCs de pacientes se activaron in-vitro con CD40L+IL-4 durante 6 días. Posteriormente, 

se determinó la expresión génica de EMMPRIN y SP1 mediante qPCR, utilizando GAPDH como house- 

keeping. Los valores de Delta Ct (Delta Ct = Ct[EMMPRIN o SP1] - Ct[GAPDH]) se calcularon para cada 

muestra (p≤0.05, t-test pareado). B) Correlación entre SP1 y EMMPRIN, utilizando las muestras no 

estimuladas (expresión basal). El análisis estadístico se realizó mediante Ct [ regresión lineal, 

obteniendo el coeficiente de correlación de pearson (r). 
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3.5 Efecto de la activación del eje S100A9/EMMPRIN en la fosforilación de proteínas 

directamente vinculadas a vías clásicas de sobrevida y progresión tumoral en LLC 

 

 
Estudios previos de nuestro laboratorio han demostrado que los exosomas aislados del 

plasma de pacientes con LLC progresiva contienen niveles elevados de la proteína 

proinflamatoria S100A9 y pueden activar la vía NF-κB en células primarias de LLC (Prieto, 

Sotelo y Seija et al., 2017). Además, en mi tesis de grado observamos que la incubación de 

células de LLC con S100A9 in-vitro también conduce a la activación de la vía PI3K/AKT en 

estas mismas células (Payque, 2022). 

Dado que la activación de NF-κB y PI3K/AKT es crucial para la supervivencia de las células B 

tumoral (Talab et al., 2010; O'Donnel et al., 2023; Balakrishnan et al., 2015; Palacios et al., 

2015), decidimos profundizar en los mecanismos moleculares implicados en la activación del 

eje S100A9/EMMPRIN durante la progresión leucémica. Para ello ampliamos no solo el 

número de pacientes estudiados, sino también la vía MAPK/ERK–JNK debido a su rol 

preponderante en la progresión tumoral en LLC (Shukla et al., 2017) y a resultados 

obtenidos en el modelo in-vivo que será detallado más adelante. 

 
En este sentido, cultivamos PBMCs de pacientes con LLC de diferente evolución clínica 

(progresores e indolentes) con rhS100A9 recombinante humana y analizamos phospho- 

IKKα/βα/βser176/180, phospho-AKTser473, phospho-AKTthr308 y phospho-JNKthr182/185 por 

citometría de flujo, comparando las respuestas entre ambos grupos. Los resultados 

muestran que las células de pacientes con una enfermedad más progresiva presentan 

incrementos significativos en la fosforilación de AKT1(Ser473 y Thr308), IKKα/βα/β(Ser176/180) y 

JNK(Thr183/185) luego de la estimulación con S100A9, en particular, se observó un aumento 

considerable en la fosforilación de AKT (residuos Ser473 y Thr308) en el grupo progresor 

comparado con el indolente (Figura 9). 
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Figura 9. Efecto de S100A9 sobre la expresión y fosforilación de proteínas en células de LLC. PBMCs 

de pacientes con LLC, tanto indolente como progresora, fueron incubadas en medio RPMI-1640 con 

10% de FBS y tratadas con 10 µg/mL de rhS100A9 a 37°C y 5% CO₂. Luego de 72 horas, se evaluó la 

LLC progresora LLC indolente LLC progresora LLC indolente 

LLC progresora LLC indolente 
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fosforilación de AKT1, IKKα/β y JNK mediante citometría de flujo. Para el análisis, se seleccionaron 

células viables mediante el uso de Zombie Violet™ y se identificaron las células B leucémicas como 

CD5+IgM+. Se presentan los niveles de fosforilación de AKT1 (Ser473 y Thr308), IKKα/β (Ser176/180) 

y JNK (Thr183/185), comparando la condición estimulada con S100A9 frente al control no 

estimulado (Ctrl). Los histogramas muestran resultados representativos de un paciente con LLC 

progresora y otro con LLC indolente para cada proteína evaluada. El análisis estadístico se realizó 

mediante ANOVA de una vía, considerando diferencias significativas con *p<0.05, **p<0.005, 

***p<0.0005 y ****p<0.0001. 
 
 

 

Estos resultados sugieren por primera vez un papel relevante para la vía S100A9/EMMPRIN 

en la activación de las vías de señalización NF-κB, PI3K/AKT y MAPK/JNK en células de LLC. 

Estas vías parecen ser más fácilmente activadas en pacientes progresores, donde el 

componente inflamatorio es más prominente. 

 

 
3.6 Identificación del eje S100A9/EMMPRIN en la activación de las principales vías de 

sobrevida, y proliferación tumoral en la LLC 

 
Dado que los resultados previamente mostrados sugieren un rol para el dímero S100A9 en 

la activación de las vías PI3K/AKT, NF-κB y MAPK/JNK y la progresión de la enfermedad 

decidimos confirmar si dicha activación se generaba específicamente a través del eje 

S100A9/EMMPRIN algo no descrito aún en la LLC. Para ello, evaluamos cómo la inhibición de 

ambas moléculas podría modificar el comportamiento de activación de las vías PI3K/AKT, 

NF-κB y MAPK/JNK. Utilizamos TasQ y Paquinimod PaQ, dos inhibidores de S100A9. 

 
Por otra parte, nos propusimos inhibir EMMPRIN utilizando dos estrategias: un anticuerpo 

bloqueante dirigido contra EMMPRIN que impide la unión de ligandos, y AC-73, un inhibidor 

específico recientemente reportado que se une a EMMPRIN e interrumpe específicamente 

su dimerización, impidiendo la activación celular downstream. 

 
En este trabajo, PBMC de pacientes con LLC fueron estimuladas con rhS100A9 y luego 

tratadas con estos inhibidores durante 72 horas. La activación de las vías de señalización 
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fueron evaluadas por citometría de flujo verificando la fosforilación de AKT1(Ser473 y Thr308), 

IKKα/βα/β(Ser176/180) y JNK (Thr183/185). Los resultados muestran que tanto los inhibidores de 

S100A9 como los bloqueadores de EMMPRIN reducen significativamente la fosforilación de 

estas proteínas, indicando que la inhibición de este eje podría tener un efecto modulador 

sobre las vías que regulan la sobrevida, la migración y la proliferación tumoral en LLC. 
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Figura 10. Inhibición in-vitro del eje S100A9/EMMPRIN en células primarias de LLC. Las células de 

LLC fueron estimuladas con S100A9 y tratadas con los inhibidores de S100A9 

(Tasquinimod/Paquinimod a 10 µM), un anticuerpo bloqueante de EMMPRIN, o el inhibidor de 

EMMPRIN AC-73 (1 µM) durante 72 horas. Se evaluó la fosforilación de AKT1 (Ser473 y Thr308), 

IKKα/βα/β (Ser176/180) y JNK (Thr183/185) mediante citometría de flujo en células IgM⁺CD5⁺. Se 

utilizaron células sin estimulación con S100A9 como control (Ctrl). Los análisis estadísticos fueron 

realizados mediante ANOVA de una vía, considerando diferencias significativas con *p<0.05, 

**p<0.005, ***p<0.0005 y ****p<0.0001. 
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3.7 Efecto del bloqueo de RAGE con un inhibidor específico en la activación de las vías 

PI3K/AKT, NF-kB y MAPK/JNK. 

 
Nuestros resultados previos mostraron que en las células de LLC también existe una alta 

expresión de RAGE, otro de los receptores previamente descritos de la proteína S100A9 

(Hermani et al., 2006). A pesar de que RAGE se une principalmente al dímero 

S100A8/S100A9 (Ma et al., 2017), su alta expresión en las células de LLC nos llevó a 

preguntarnos si podría estar involucrado también en la modulación de las vías PI3K/AKT, 

NF-κB y MAPK/JNK por S100A9. En primer lugar, confirmamos la expresión de RAGE en un 

número mayor de pacientes, analizando tanto células de pacientes con LLC como de 

donantes sanos mediante citometría de flujo. Este análisis confirmó una alta expresión de 

RAGE en las células de los pacientes con LLC. 

 

 
Figura 11. Expresión de RAGE en células de pacientes con LLC 

y donantes sanos. La expresión de RAGE se evaluó en células B 

de donantes sanos y células CD19+CD5+ pacientes con LLC 

mediante citometría de flujo, y los resultados se expresaron 

como el porcentaje de células positivas para RAGE (**** 

p<0,0001, t-test no pareado). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Continuando con el objetivo de identificar el eje de señalización (S100A9/EMMPRIN) en la 

progresión leucémica para las vías antes mencionadas, investigamos si el bloqueo de RAGE 

tendría algún efecto sobre las mismas. Para ello, activamos células de LLC con rhS100A9 en 

presencia de FPS-ZM1, un inhibidor específico de RAGE que funciona como antagonista, 

inhibiendo la interacción de RAGE con sus ligandos (Hong et al., 2016; Kwak et al., 2017). Los 

resultados muestran que el tratamiento con FPS-ZM1 no redujo significativamente la 



63  

fosforilación de los residuos analizados en ninguna de las vías, PI3K/AKT, NF-κB y MAPK/JNK, 

en comparación con las células estimuladas solo con S100A9 (Figura 12). Este hallazgo 

sugiere que, aunque RAGE está presente en las células de LLC, la activación de las tres vías 

estudiadas al momento estaría mediada, en la célula LLC, por el receptor EMMPRIN, y no 

por el receptor RAGE. 

Figura 12. Efecto del bloqueo de RAGE en la activación de vías celulares en células de LLC. PBMCs 

de LLC de pacientes progresores fueron incubadas en RPMI-1640 con 10% de FBS con 10 µg/mL de 

rhS100A9 y tratadas con el inhibidor de RAGE FPS-ZM1 a 37°C, 5% CO₂, y se evaluó la fosforilación de 

AKT1(Ser473 y Thr208), IKKα/β (Ser176/180) y JNK (Thr183/185) a las 72 horas mediante citometría de flujo. El 

análisis estadístico se realizó utilizando un test ANOVA de una vía (* p<0.05, ** p<0.005). 
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3.8 Evaluación de la expresión de moléculas asociadas a la sobrevida, al ciclo celular y la 

migración tumoral luego de la activación del eje S100A9/EMMPRIN 

 

 
3.8.1 Análisis de las moléculas antiapoptóticas MCL-1 y BCL-2 

 

 
Las proteínas antiapoptóticas myeloid cell leukemia 1 (MCL-1) y b-cell leukemia/lymphoma 2 

(BCL-2) han sido ampliamente reportadas en la LLC como esenciales para inhibir la apoptosis 

y contribuir a la resistencia de las células tumorales a los mecanismos de muerte celular, 

promoviendo la persistencia neoplásica (Petlickovski et al., 2005; Karjalainen et al., 2019). Se 

ha reportado que las células leucémicas presentan una activación constitutiva de la vía 

PI3K/AKT, promoviendo la proliferación y resistencia a la apoptosis mediante la regulación 

de MCL-1, BCL-xL y XIAP (Petlickovski et al., 2005; Longo et al., 2008). En base a esto, 

decidimos investigar el efecto de la activación S100A9/EMMPRIN en la regulación de estas 

moléculas en la LLC. 

Nuestros resultados se muestran a continuación en la Figura 13. Como puede observarse, 

luego de la activación del eje S100A9/EMMPRIN, encontramos un aumento significativo en 

la expresión de ambas proteínas (MCL-1 y BCL-2). Esto confirma que la estimulación de 

EMMPRIN a través de la proteína S100A9 es capaz de activar las vías PI3K/AKT, NF-κB o 

MAPK/JNK, promoviendo la supervivencia celular en LLC al regular positivamente estas 

moléculas antiapoptóticas. Estudios más detallados utilizando inhibidores específicos de 

estas vías podrían proporcionarnos un mayor conocimiento sobre los mecanismos 

moleculares implicados en la progresión de estos pacientes. 
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Figura 13. Análisis de las proteínas antiapoptóticas MCL-1 y BCL-2 luego de la estimulación con 

rhS100A9. Las células fueron estimuladas con rhS100A9 durante 48 horas durante 48 horas en 

medio RPMI-1640 suplementado con 10% de FBS, posteriormente se evaluó la expresión de MCL-1 y 

BCL-2 en la subpoblación IgM⁺CD5⁺ mediante citometría de flujo. Los datos fueron analizados 

utilizando un t-test no pareado, considerando diferencias significativas con p≤0.05. 

 

 

3.8.2 Análisis de moléculas relacionadas con el ciclo celular Rb-1 y p27. 
 

 
Considerando que S100A9, a través de EMMPRIN, parece influir también en la supervivencia 

de las células tumorales, exploramos la expresión y fosforilación de moléculas implicadas en 

el ciclo celular. Una de las características de la fracción quiescente y mayoritaria del clon 

leucémico en la LLC es la sobreexpresión constitutiva del inhibidor del ciclo celular p27 

(Sanchez-Beato et al., 1997; Vrhovac et al., 1998). Esta molécula es un inhibidor de quinasas 

dependientes de ciclina (CKI) y actúa como un regulador negativo, promoviendo la 

quiescencia celular y frenando la proliferación (Møller et al., 2000; Decker et al., 2002). Por 

otro lado, también decidimos evaluar el estado de activación de la proteína Retinoblastoma 

1 (Rb-1), cuya hiperfosforilación inactiva su función supresora de tumores al impedir su 

capacidad de unirse a factores de transcripción, facilitando así la transición de la fase G1 a la 

fase S y permitiendo la progresión del ciclo celular (Zarkowska et al., 1997). Para evaluar el 

comportamiento de ambas proteínas, analizamos la expresión y fosforilación de p27 y Rb-1 

luego de la estimulación con rhS100A9. 
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Los resultados muestran un aumento significativo en la fosforilación de pRb en las células 

estimuladas con S100A9- En línea con esta observación, los niveles de ARNm de p27, 

mostraron una disminución significativa luego de la estimulación con S100A9. 

En su conjunto estos resultados sugieren que S100A9 podría estar promoviendo la 

transición de la fase G1 a la fase S del ciclo celular, aumentando la proliferación del clon 

leucémico al reducir, además, la expresión de p27. 

 

Figura 14. Análisis de las proteínas relacionadas al ciclo celular pRb-1 y p27 luego de la 

estimulación con rhS100A9. Las células de LLC fueron estimuladas con rhS100A9 durante 48 horas 

en medio RPMI-1640 suplementado con 10% de FBS. Luego de la estimulación, la fosforilación de la 

proteína retinoblastoma1 (pRb-1Ser807/811) se evaluó mediante citometría de flujo, mientras que la 

expresión de p27 se cuantificó por qPCR. Los datos fueron analizados mediante un t-test pareado, 

considerándose diferencias significativas con *p<0.05 y **p<0.005. 

 

 
3.8.3 Efecto del eje S100A9/EMMPRIN en la inhibición de la apoptosis en células de 

LLC. 

 
Dado el efecto observado de S100A9 en la regulación de moléculas antiapoptóticas, 

analizamos directamente su impacto en la apoptosis de células de LLC luego de la 

estimulación in-vitro con rhS100A9 mediante CellEvent™ Caspase-3/7 Green Flow Cytometry 

Assay. Este ensayo mide la actividad de las caspasas 3 y 7, ejecutoras en el proceso de 

apoptosis. La activación de estas caspasas indica la presencia de células apoptóticas, ya que 



67  

(A) 

(B) 

su actividad es esencial para la disfunción celular y la fragmentación del ADN en el proceso 

de muerte celular programada. 

 
El aumento observado en el porcentaje de células viables, y la reducción de la apoptosis y 

necrosis en las células de LLC en comparación con las células no tratadas confirman que 

S100A9 tiene un efecto antiapoptótico, promoviendo la viabilidad celular y protegiendo a 

las células de LLC del proceso de muerte celular programada y de necrosis. 

 

 

 

 

 
Figura 15. Efecto de S100A9 en la apoptosis de las células de LLC. A) Las células de pacientes con 

LLC fueron incubadas con o sin rhS100A9 (10μg/mL) durante 48 horas. La apoptosis se determinó 

utilizando el kit CellEvent™ Caspase-3/7 Green Flow Cytometry Assay (Invitrogen). Se evaluaron los 

porcentajes de células CD19+CD5+ viables, apoptóticas y necróticas. Se observa un aumento en la 

viabilidad celular y una disminución en el porcentaje de células apoptóticas y necróticas **p<0,005 

(t-test pareado). B) Resultado representativo de uno de los once experimentos. A= células 

apoptóticas, L= células viables, N= células necróticas. 
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3.8.4 Análisis del rol de la vía S100A9/EMMPRIN en la migración y progresión 

tumoral en LLC 

 
Una de las primeras funciones descritas para el receptor EMMPRIN en células inmunes fue 

inducir la expresión de MMPs, lo cual le otorgó su nombre comúnmente reconocido 

(Gabison et al., 2005). Las dos MMPs más estudiadas en el contexto oncológico son MMP2 y 

MMP9, ambas esenciales para la degradación de la matriz extracelular, lo que permite la 

migración del clon tumoral a otros órganos (Hingorani et al., 2018). Específicamente en LLC, 

Rodríguez y colaboradores reportaron la sobreexpresión y el aumento en la actividad de 

MMP9/MMP2 en plasma de pacientes con alta progresión (Rodríguez et al. 2020). Durante 

la progresión tumoral, la infiltración de células de LLC en la médula ósea y órganos linfoides 

secundarios es facilitada por la MMP9 (Gusella et al., 2017; Redondo-Muñoz et al., 2010). 

Niveles elevados de MMP9 en plasma se asocian con mayor linfocitosis, invasividad tumoral 

y peor pronóstico (Gusella et al., 2017), además de favorecer la supervivencia leucémica 

(Redondo-Muñoz et al., 2010). 

Además, como fue mencionado previamente otra de las características de un 

microambiente activado en la LLC es la producción de Las quimiocinas CCL3 (MIP-1α) y CCL4 

(MIP-1β), quienes parecen jugar un papel relevante en la progresión tumoral, (Burger et al., 

2009). Estas moléculas son ligandos de los receptores CCR1 y CCR5, los cuales se expresan 

en células del microambiente como células estromales, monocitos y macrófagos, facilitando 

la interacción entre las células de LLC y su entorno. Al presente se ha descrito que la 

interacción de las células leucémicas con las NLCs en los ganglios linfáticos y la médula ósea 

induce la producción de CCL3 y CCL4, lo que no solo recluta células inmunosupresoras, sino 

que también refuerza la retención de la LLC en nichos protectores, prolongando su 

supervivencia y resistencia a terapias (Sivina et al., 2011; Burger et al., 2009; Hartmann et al., 

2015). Conociendo estos antecedentes creímos interesante evaluar la expresión de estas 

MMPs y CLL3 y 4 en células de LLC luego de la activación in vitro con rhS100A9. 

 

 
Nuestros resultados muestran un aumento significativo en la expresión de ambas MMPs en 

las células tratadas con S100A9 en comparación con las células no estimuladas, (Figura 16). 
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Los resultados muestran que la activación de las células LLC con S100A9 incrementa los 

niveles de expresión del ARNm de MMP2 y MMP9 (Figura 16A), sugiriendo que S100A9 

también podría promover la invasión y migración celular al interaccionar con EMMPRIN e 

inducir la expresión de MMPs por parte de células de LLC. Interesantemente, nuestros 

resultados mostraron un aumento significativo en los niveles de expresión de CCL3 y CCL4 

luego de la estimulación con S100A9 (Figura 16B). Las primeras, MMP2 y MMP9, están 

directamente involucradas en la migración de las células tumorales hacia los nichos de 

proliferación (Redondo-Muñoz et al., 2010), mientras que las segundas, CCL3 y CCL4, están 

asociadas a la permanencia del clon tumoral en los OLS (Burger et al., 2009). En ambos casos, 

la sobreexpresión de estas moléculas se ha vinculado con la progresión tumoral. 

 
(A) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(B) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 16. Análisis de las metaloproteinasas de matriz MMP2 y MMP9, y de las quimiocinas CCL3 y 

CCL4, asociadas a la migración y homing tumoral luego de la estimulación con rhS100A9. Las 

células fueron estimuladas con rhS100A9 durante 48 horas en medio RPMI-1640 suplementado con 

10% de FBS. Posteriormente, se extrajo el ARN total y se evaluó la expresión de MMP2, MMP9, CCL3 

y CCL4 mediante qPCR. Los datos fueron analizados mediante un t-test pareado, considerándose 

diferencias significativas con *p< 0.05 y **p< 0.005. 
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3.9 ARTICULO EN REVISIÓN 

 
Esta última parte del trabajo se realizó en colaboración con el Departamento de 

Inmunología del H. Lee Moffitt Cancer Center & Research Institute, liderado por el Dr. 

Pinilla-Ibarz, a través de una colaboración científica establecida en nuestro laboratorio. Mi 

participación en esta colaboración ha sido principalmente intelectual, incluyendo reuniones 

científicas, el diseño de experimentos con el modelo murino y el trabajo experimental con 

células primarias de pacientes con LLC, donde confirmamos los hallazgos obtenidos en el 

nuevo modelo. Dado que forma parte de esta Tesis, en el contexto de la línea de 

investigación del laboratorio y del artículo en revisión en la revista Blood Advances (Ver 

Anexo), en las páginas siguientes se mencionan brevemente los resultados obtenidos con el 

modelo in-vivo Eμ-TTCL1/S100A9-/-. 
 

 
3.9.1 Caracterización funcional in-vivo de S100A9 como un blanco terapéutico en la 

LLC 

 
Teniendo en cuenta los datos preliminares ya en la tesis y el posible rol del eje 

S100A9/EMMPRIN en la LLC, se genera esta colaboración con el objetivo de profundizar 

nuestros hallazgos en un modelo murino de LLC (Eμ-TCL1), para finalmente, intentar 

obtener más evidencias a favor de proponer un nuevo blanco terapéutico en esta leucemia. 

El modelo transgénico Eμ-TCL1 sobreexpresa el gen T cell leukemia/lymphoma 1 bajo la 

regulación del promotor de células B de cadenas pesadas IgM de inmunoglobulinas (Bichi et 

al., 2001). La sobreexpresión del gen TCL1 en este contexto desarrolla una LLC con un 

fenotipo similar al de una leucemia progresiva con un perfil de genes IgVH no mutado, 

caracterizado por leucocitosis y esplenomegalia a partir de los 10-13 meses de edad (Bresin 

et al., 2016; Chen et al., 2014). 

 
El principal objetivo de esta colaboración se centró en la generación de dos modelos 

transgénicos. Por un lado, sobreexpresar la proteína S100A9 en el contexto leucémico de la 

cepa TCL1 y el segundo por la generación de un modelo “knock-out”, en donde el gen 

S100A9 es deletado en el contexto TCL1. 
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A continuación, se detallan brevemente los resultados obtenidos en el modelo Eμ- 

TCL1/S100A9-/-, que fue el enfoque principal de la mayoría de los experimentos incluidos en 

el artículo previamente mencionado. Como primer resultado relevante, se observó una 

mayor supervivencia global en este modelo en comparación con el modelo TCL1 original, lo 

que refuerza la hipótesis sobre el papel de S100A9 en la progresión leucémica y su potencial 

como blanco terapéutico (Anexo, Fig. 4C y D). Además, la transferencia adoptiva (TA) de 

células leucémicas Eμ-TCL1/S100A9-/- mostró una disminución en la progresión de la 

enfermedad en comparación con su contraparte tumoral (TA de células leucémicas TCL1). 

Esto se evidencia en la Fig. 4G del Anexo, donde se observa una infiltración 

significativamente menor de células leucémicas en el bazo, resultando en una disminución 

de su peso y volumen. En el mismo sentido, la Fig. 4H muestra que la TA de células 

leucémicas KO para S100A9 no logra establecer un clon tumoral con alta linfocitosis, a 

diferencia de las células del modelo TCL1. En conjunto, estos resultados se traducen en una 

mayor supervivencia de los animales Eμ-TCL1/S100A9-/- en comparación con el modelo Eμ- 

TCL1 (Anexo, Fig. 4I). 

Estudios posteriores mediante secuenciación masiva de nueva generación (NGS) 

confirmaron que la ausencia del gen S100A9 en las células leucémicas se correlaciona con 

una disminución en la expresión de genes involucrados en las vías MAPK/JNK y NF-κB, como 

JUN y FOS, respaldando los resultados previos en células leucémicas humanas que vinculan 

a S100A9 con la activación de estas cascadas de señalización (Anexo, Fig. 4K). Para seguir 

explorando el potencial de S100A9 como blanco terapéutico en la LLC, se realizó una 

transferencia adoptiva (TA) de células leucémicas (Eμ-TCL1) en ratones C57BL/6. Una vez 

que el clon leucémico fue establecido, se administraron los inhibidores de S100A9, TasQ y 

PaQ. Nuevos análisis por NGS y el seguimiento de la supervivencia de los animales 

mostraron nuevamente una disminución en la expresión génica de ARN mensajero asociado 

con las vías de progresión tumoral, como JUN, FOS y c-MYC, así como una disminución de la 

quimiocina CCL4, implicada directamente en la migración y progresión del clon LLC. 

Si bien existen diferencias reconocidas entre las respuestas génicas de la LLC en humanos y 

los modelos murinos utilizados para su estudio (Chen & Chiorazzi, 2014; Floerchinger & 

Seiffert, 2024), es interesante encontrar que algunos de los genes involucrados en la 
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regulación del eje S100A9/EMMPRIN en humanos también se encuentran implicados en el 

modelo Eμ-TCL-1/S100A9-/-, así como en las células del modelo Eμ-TCL1 tratadas con 

inhibidores de S100A9 (Anexo, Fig. 5F y G). Como resultado confirmatorio de nuestra 

hipótesis general, el bloqueo in-vivo de S100A9 mediante los inhibidores TasQ y PaQ en el 

modelo Eμ-TCL1 redujo la carga tumoral, la esplenomegalia y la infiltración leucémica, 

aumentando la supervivencia de los ratones tratados en comparación con los controles 

(Anexo, Fig. 5A-E). 

Finalmente, con el objetivo de seguir profundizando en esta hipótesis, se evaluó la actividad 

terapéutica de TasQ en un modelo de xenoinjerto derivado de pacientes (PDX), una 

estrategia preclínica en la que se implantan células tumorales o tejido de pacientes con LLC 

en ratones inmunodeficientes. Este modelo, que incorpora PBMCs del paciente junto con 

sus células T activadas, ha demostrado ser una herramienta valiosa para estudiar la 

progresión de la enfermedad y la respuesta a tratamientos en un entorno in vivo que refleja 

mejor las características del tumor humano (Patten et al., 2021; Chen et al., 2023). Para 

nuestro estudio, utilizamos células de un paciente con IGVH mutado y otro no mutado, 

ambos sin tratamiento previo, pero de alta linfocitosis en el bazo (Anexo, Fig. 6A). En ambos 

casos, previa confirmación de la presencia del clon tumoral en el bazo, se administró el 

tratamiento con TasQ. El análisis de los resultados muestra que la inhibición de S100A9 

reduce significativamente la esplenomegalia y la infiltración de células de LLC humanas en el 

modelo murino (Anexo, Fig. 6C-F). 

La utilización de esta técnica (PDX), así como los resultados expuestos en células primarias 

de LLC y su posterior estudio con la generación del modelo Eμ-TCL-1/S100A9-/-, destacan a 

S100A9 como un potencial objetivo terapéutico en el tratamiento de la LLC. 
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A pesar de los avances en terapias dirigidas con inhibidores de BTK y antiapoptóticos, la 

resistencia al tratamiento y la toxicidad siguen siendo desafíos clínicos importantes en la 

LLC. En una conferencia reciente, al ser consultado sobre si la LLC podría considerarse una 

enfermedad curable, el Dr. Michael Hallek respondió: "Es posible que ya podamos curar a 

una fracción sustancial de pacientes mediante la combinación de agentes específicos (60% 

de los pacientes de bajo riesgo, 30% del total). Sin embargo, aún queda trabajo por hacer en 

los pacientes de alto riesgo” (conferencia oral en el 4th LAG-CLL, 2022). 

Actualmente, los mayores esfuerzos en el ámbito científico buscan abordar la resistencia en 

pacientes refractarios o no respondedores a las terapias disponibles (Robak, 2017). Para ello, 

se están desarrollando ensayos clínicos dirigidos a evaluar nuevas combinaciones de 

fármacos existentes (Figura 1) o para identificar nuevos blancos terapéuticos. En este último 

contexto se enmarca la línea de investigación de nuestro laboratorio y, en particular, los 

objetivos de esta tesis. 

Los pacientes con LLC progresiva presentan un microambiente tumoral inflamatorio que 

favorece la proliferación y supervivencia de las células leucémicas. Este entorno permite que 

el clon tumoral interactúe activamente con células accesorias del microambiente, 

posiblemente contribuyendo a la resistencia a los tratamientos. Por lo tanto, creemos que 

comprender los mecanismos involucrados en la progresión de la LLC, especialmente 

aquellos relacionados con la inflamación crónica y las vías de señalización que promueven la 

supervivencia celular en el contexto inmune, es clave para desarrollar estrategias 

terapéuticas más efectivas. 

En esta línea, estudios previos del laboratorio identificaron a la proteína proinflamatoria 

S100A9 como un factor clave en la activación del clon tumoral. Se observó que los exosomas 

del plasma de pacientes progresores contienen altos niveles de S100A9, que activa la vía NF- 

κB en células de LLC e interactúa directamente con su receptor EMMPRIN. En estudios 

preliminares y en mi tesis de grado, se profundizó en esta interacción, demostrando que 

EMMPRIN está sobreexpresado en células de LLC y que la activación del eje 

S100A9/EMMPRIN estimula las vías NF-κB y PI3K/AKT, particularmente en pacientes con un 

fenotipo clínico progresor. Interesantemente, al menos in-vitro y en menor número de 

pacientes, nuestros estudios con células primarias sugieren que esta activación puede ser 
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inhibida al bloquear la interacción S100A9/EMMPRIN mediante antiapoptóticas un inhibidor 

de la proteína S100A9 TasQ (Payque, 2022). 

A partir de estos hallazgos, el objetivo principal del trabajo de maestría fue caracterizar los 

mecanismos moleculares por los cuales S100A9 regularía las vías de proliferación tumoral 

NF-κB, PI3K/AKT y MAPK/JNK en la LLC, aportando evidencia para respaldar la hipótesis de 

que la inhibición del eje S100A9/EMMPRIN podría ser una estrategia terapéutica alternativa 

para pacientes con alta progresión y/o resistencia a los tratamientos actuales. 

Como primer paso, nos propusimos caracterizar la expresión y funcionalidad de EMMPRIN, 

receptor de S100A9, enfocándonos en su estado de glicosilación y en la activación de las vías 

downstream e n  l a  c é l u l a  l e u c é m i c a  q u e  c o n t r i b u y e n  a  l a  p r o g r e s i ó n  

t u m o r a l . El grado de glicosilación y la proporción entre ambas formas son clave para su 

función biológica, de EMMPRIN, su localización en la membrana, la modulación de MMPs y 

su función general (Cui et al., 2018; Tang et al., 2004; Bai et al., 2014). La N-glicosilación de 

EMMPRIN, evaluada en este trabajo, revela la presencia de dos glicoformas principales en 

las células de LLC: una de baja glicosilación (LG-EMMPRIN) y otra de mayor peso molecular 

(HG-EMMPRIN). Nuestros estudios muestran que los pacientes con LLC progresiva 

presentan una mayor expresión de este receptor, junto con un aumento de su forma 

altamente glicosilada (HG), en comparación con aquellos con enfermedad indolente, 

correlacionándose con un estadio Binet avanzado (B/C). En mieloma múltiple, estudios 

previos han demostrado que una mayor expresión de las formas glicosiladas de EMMPRIN 

se asocia directamente con la proliferación y metástasis tumoral (Arendt et al., 2012; Voigt 

et al., 2009). Estos hallazgos respaldan nuestros resultados, sugiriendo que una alta 

expresión de EMMPRIN y de sus formas HG podría estar asociada a una mayor progresión 

leucémica 

A nivel molecular, investigamos los factores que regulan la expresión de EMMPRIN en la LLC, 

encontrando una correlación positiva entre una alta expresión del factor de transcripción 

SP1 y el incremento en la expresión del receptor EMMPRIN. Diferentes trabajos sugieren 

que SP1 es uno de los principales factores de transcripción que regula la expresión de 

EMMPRIN, y esto ha sido demostrado en cánceres epiteliales y de pulmón (Ke et al., 2014; 

Kong et al., 2011). Un estudio reciente demostró que el microARN-22, c-MYC y SP1 
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interactúan en la región promotora de EMMPRIN, formando un loop regulador positivo que 

modula su expresión y favorece la invasión y metástasis en cáncer de mama (Kong et al., 

2011). Estudios previos en nuestro laboratorio demostraron una mayor expresión del 

oncogén c-MYC en pacientes progresores con alta expresión de AID, particularmente en 

células de LLC más proliferantes (Palacios et al., 2010). 

Interesantemente, esta fracción proliferante con alta expresión de c-MYC también muestra 

sobreexpresión del microARN-22. Estudios posteriores demostraron que el microARN-22 

regula negativamente PTEN, un supresor tumoral que mantiene inactiva la vía PI3K/AKT 

(Palacios et al., 2015). Así, el modelo propuesto en estos trabajos sugiere que la 

sobreexpresión de microARN-22 reduce PTEN, promoviendo la activación de PI3K/AKT y 

aumentando la proliferación tumoral (Palacios et al., 2015). Dado el loop positivo entre c- 

MYC, SP1 y microARN-22 sería relevante profundizar su impacto en la progresión tumoral y 

su vínculo con el eje S100A9/EMMPRIN. Estudios en este sentido ya han sido iniciados. 

Nuestros resultados a su vez sugieren que la regulación de EMMPRIN en la LLC no solo 

podría depender de factores intrínsecos, como la acción de SP1, sino también de estímulos 

extrínsecos derivados del TME. En particular, las señales provenientes de células T, como 

CD40L, parecen potenciar su expresión. Un microambiente tumoral activo, caracterizado 

por estas y otras interacciones, parecería entonces favorecer la sobreexpresión de 

EMMPRIN y su glicoforma funcional altamente glicosilada en las células leucémicas, 

facilitando su interacción con S100A9 y la activación de este eje. 

Teniendo en cuenta estos resultados y los datos sugiriendo la activación de las vías NF-κB y 

PI3K/AKT en células de LLC, decidimos estudiarlas en mayor detalle e incluir también la vía 

MAPK/JNK, cuya regulación por S100A9 también había sido puesta en evidencia por los 

resultados de transcriptómica en el modelo murino TCL1/S100A9-/-. 

En este contexto, se decidió utilizar la proteína recombinante humana S100A9 para realizar 

ensayos in-vitro de estimulación y analizar las vías mencionadas. La primera observación 

relevante fue que esta activación solo se detectó en pacientes progresores, pero no en 

aquellos con una forma más indolente. Esto podría explicarse, al menos en parte, por la 

menor expresión de EMMPRIN en la superficie celular y/o por la reducción en los niveles de 
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las formas HG descritas en este trabajo. Resultados previos de nuestro laboratorio respaldan 

esta idea, al demostrar que S100A9, presente en los exosomas séricos de pacientes con LLC 

progresiva, activa la vía NF-κB (Prieto, Sotelo y Sejia et al., 2017), en contraste con lo 

observado en pacientes con enfermedad indolente. 

Además de detectar diferencias en la fosforilación de proteínas clave en las vías NF-κB, 

PI3K/AKT y MAPK/JNK, decidimos evaluar diferentes “read outs” de las mismas para validar 

nuestros resultados. Entre ellos, analizamos la expresión de proteínas antiapoptóticas como 

MCL-1 y BCL-2, esenciales para la resistencia a la apoptosis y la persistencia de las células 

leucémicas. Observando un aumento en la expresión de estas proteínas al incubar las 

células leucémicas de pacientes progresores con rhS100A9. Esto resulta relevante 

considerando que, en leucemia mieloide aguda (AML), la inhibición de S100A9 ha 

demostrado aumentar la sensibilidad a venetoclax, reduciendo la expresión de BCL-2 y c- 

MYC (Fan et al., 2023). Además, en otros tipos de cáncer, como el hipofaríngeo, su 

inhibición disminuye la fosforilación de NF-κB y los niveles de BCL-2, reforzando su papel en 

la regulación de la supervivencia celular (Wu et al., 2017). 

Posteriormente, los resultados de activación con rhS100A9 en células primarias de pacientes 

con LLC se reforzaron al observar una disminución en la actividad de las caspasas 3/7 luego 

de la estimulación. Al evaluar los porcentajes de células CD19+CD5+, se observó un 

aumento significativo en la viabilidad celular, acompañado de una reducción en los niveles 

de apoptosis y necrosis en comparación con las células no estimuladas. La activación de 

caspasas ha sido documentada en células B-CLL inducidas a apoptosis mediante fármacos 

quimioterapéuticos (King et al., 1998; Stoetzer et al., 1999). La activación de las caspasas 

parece estar regulada al menos en parte por la familia de proteínas BCL, ya que su inhibición 

induce la liberación de citocromo C desde las mitocondrias y activa la caspasa-3 en células 

de LLC (King et al., 1998). Es interesante mencionar que estudios previos han demostrado 

que una alta expresión de EMMPRIN reduce la activación de las caspasas 3/9, y que esto se 

asocia con una mayor expresión de MAPK y fosforilación de AKT en células de cáncer de 

mama HER2-positivas (Xiong et al., 2016). 

En relación con otras funciones de este eje, observamos que S100A9 podría contribuir a la 

regulación de ciclinas relevantes en el ciclo celular. Nuestros resultados muestran un 
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aumento en la fosforilación de pRb-1 y una disminución en la expresión de p27, sugiriendo 

que la activación de las células de LLC con S100A9 podría favorecer la transición de G1 a S, 

promoviendo así la expansión del clon leucémico. Hallazgos similares han sido reportados 

por Cheng y colaboradores en células de osteosarcoma, donde la inhibición de S100A9 

redujo el crecimiento tumoral al inactivar las vías MAPK y NF-κB, promoviendo la expresión 

de p27 e inhibiendo CDK2 y CDK4 (Cheng et al., 2016). De manera similar, en mieloma 

múltiple, el tratamiento con tasquinimod disminuyó la proliferación, asociado con la 

inhibición de c-MYC y aumentado p27 (Fan et al., 2023). 

Una estrategia para confirmar que S100A9/EMMPRIN es una vía funcional en la LLC y 

reforzar los resultados previos es inhibir uno o ambos interactores de este eje. Con esta idea, 

no solo bloqueamos el dímero S100A9 con análogos de quinolina-3-carboxamida, como 

TasQ y PaQ, sino también su receptor, EMMPRIN, mediante un anticuerpo anti-EMMPRIN o 

el inhibidor específico AC-73. 

TasQ, como se ha mencionado, es un inhibidor específico del dímero S100A9 (Björk et al., 

2009) que ha sido evaluado en un ensayo clínico de fase III en cáncer de próstata 

metastásico resistente a la castración, donde su administración oral aumentó la 

supervivencia libre de progresión (Sternberg et al., 2016). En mieloma múltiple, el 

tratamiento con TasQ redujo la carga tumoral y la angiogénesis en un modelo murino. 

Adicionalmente, en ratones S100A9KO tratados con este inhibidor, no se observó una mejor 

supervivencia frente al grupo control, lo que sugiere que su efecto antitumoral se debe a la 

inhibición selectiva de S100A9 y no a un impacto directo sobre el tumor (Ramachandran et 

al., 2014). En este contexto, TasQ, solo o en combinación con el tratamiento estándar, está 

siendo evaluado en un ensayo clínico de fase I para pacientes con enfermedad en recaída o 

refractaria, cuyos resultados preliminares son alentadores, aunque se espera la finalización 

del estudio para obtener conclusiones definitivas (NCT04405167). Además, TasQ está siendo 

evaluado en pacientes con mielofibrosis que han mostrado resistencia o progresión tras el 

tratamiento con inhibidores de JAK quinasa (NCT06605586). Por último, un estudio de fase II 

está en desarrollo para evaluar su efecto en mielofibrosis primaria, post-policitemia vera o 

post-trombocitemia esencial (NCT06327100). 

https://www.cancer.gov/research/participate/clinical-trials-search/v?id=NCI-2020-13311&r=1
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Con respecto a la inhibición del receptor, el inhibidor AC-73 fue evaluado por Spinello y col., 

quienes describieron que la inhibición de la actividad de EMMPRIN reduce la tasa de 

proliferación celular al bloquear la vía ERK-STAT3, inducir autofagia y aumentar la 

sensibilidad a la quimioterapia en células de pacientes con leucemia linfoide aguda (Spinello 

et al., 2019). Sin embargo, dado que EMMPRIN se expresa ampliamente en células 

hematopoyéticas normales y actúa como antígeno activador de linfocitos T (Koch et al., 

1999), el uso de este inhibidor debe ser evaluado cuidadosamente. 

De esta manera, los ensayos in-vitro con células primarias de pacientes previamente 

activadas con S100A9 mostraron que los inhibidores específicos tanto de S100A9 como de 

EMMPRIN lograron disminuir la activación de las vías de señalización, impidiendo la 

fosforilación en residuos clave de NF-κB, PI3K/AKT y MAPK/JNK (Figura 10). En conjunto, 

estos resultados destacan el papel del eje S100A9/EMMPRIN en una LLC activa con un alto 

componente inflamatorio, en donde vías clásicas de supervivencia y proliferación como 

PI3K/AKT, NF-κB y MAPK, parecen ser activadas. 

Finalmente, para confirmar la especificidad de S100A9/EMMPRIN como un nuevo eje de 

señalización y descartar la posible participación del receptor RAGE en las vías estudiadas, 

repetimos experimentos de activación en células primarias de LLC utilizando S100A9 y el 

inhibidor específico de RAGE, FPS-ZM1 (Hong et al., 2016; Kwak et al., 2017). Si bien se sabe 

que RAGE se une principalmente al heterotetramero S100A8/A9 (Hermani et al., 2005; 

Ghavami et al 2008; Ma et al., 2017), consideramos relevante evaluar su impacto en las vías 

PI3K/AKT, NF-κB y MAPK, dado su papel reportado en la progresión de la LLC (Jia et al., 

Blood, 2014). Nuestros resultados mostraron que FPS-ZM1 no reduce la activación de estas 

vías en comparación con las células estimuladas solo con S100A9. Esto sugiere que, aunque 

RAGE presenta una alta expresión en las células de LLC (Jia et al., 2014 y resultados de esta 

tesis), las vías relacionadas con la supervivencia, migración y proliferación en esta patología 

parecen ser mediadas, al menos en parte, por el eje S100A9/EMMPRIN y no por el eje 

S100A9/RAGE. 

En este trabajo también analizamos aspectos estructurales y funcionales de EMMPRIN que 

podrían influir en su función biológica. Como fue mencionado previamente, el grado de 

glicosilación y la proporción de sus diferentes glicoformas son determinantes en su función. 
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Una de sus principales funciones es modular la inducción de MMPs y, en consecuencia, 

regular procesos en la progresión y metástasis tumoral (Cui et al., 2018; Tang et al., 2004; 

Bai et al., 2014). 

La sobreexpresión de la forma HG ha sido directamente asociada con la inducción de MMPs 

y parece estar favorecida por la interacción de EMMPRIN con el microambiente tumoral 

(Rodríguez et al., 2020). En este estudio, se describe que en células de LLC la expresión de 

EMMPRIN y la actividad de proMMP2 aumentan tras la interacción con fibroblastos, además 

de reportarse una mayor actividad de MMP9/MMP2 en muestras de suero de pacientes en 

comparación con sujetos sanos (Rodríguez et al., 2020). Por otra parte, Hibino y 

colaboradores observaron que células de melanoma que sobreexpresan EMMPRIN migran 

hacia la piel en respuesta a la expresión de S100A9 en la epidermis, mientras que aquellas 

con baja expresión de EMMPRIN no migran ni metastatizan en presencia de S100A9. En 

línea con estos hallazgos, el mismo estudio reporta una mayor degradación de la membrana 

basal en áreas donde EMMPRIN y S100A9 se coexpresan, un efecto atribuido a la activación 

del eje S100A9/EMMPRIN, que promueve la expresión de MMPs en células cancerosas a 

través de EMMPRIN (Hibino et al., 2013). 

Estos estudios respaldan nuestros hallazgos en LLC, donde la activación de células 

leucémicas con S100A9 incrementó la expresión de diferentes moléculas asociadas a la 

migración celular, incluyendo MMPs y las quimiocinas CCL3 y CCL4, estas últimas 

involucradas específicamente en el homing de células leucémicas (Davids MS y Burger JA, 

2012). Si bien estos hallazgos podrían parecer contradictorios, pueden interpretarse en 

función de la capacidad adaptativa del clon tumoral, que le permite interactuar con 

moléculas de señalización clave para su sobrevida y proliferación. De este modo, la célula 

LLC podría, a través del eje S100A9/EMMPRIN, aumentar su migración hacia los OLS 

mediante la activación de MMPs y, una vez allí, favorecer su retención a través de las 

quimiocinas CCL3/4, para recibir señales de sobrevida y proliferación. En ambos casos 

parecería estar implicado el eje S1009/EMMPRIN. Sin embargo, son necesarios estudios 

adicionales para profundizar en los mecanismos específicos mediante los cuales la 

activación de este eje contribuye a este proceso en la LLC. 
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Todos estos resultados sugieren que la activación mediada, al menos en parte, por el eje 

S100A9/EMMPRIN de las vías de señalización NF-κB, PI3K/AKT y MAPK tiene efectos 

downstream que influyen en procesos celulares como la supervivencia, la progresión y la 

migración celular, favoreciendo un ambiente propicio para la expansión tumoral. Este eje no 

solo parece estar contribuyendo a la resistencia a la apoptosis, sino que podría facilitar la 

capacidad de las células leucémicas para migrar hacia los nichos proliferativos de la LLC, lo 

que contribuye directamente a la progresión de la enfermedad. 

Estos efectos funcionales en el clon leucémico se investigaron en mayor profundidad en 

colaboración con el Departamento de Inmunología del H. Lee Moffitt Cancer Center 

mediante un modelo murino de LLC (Eμ-TCL1). Como se presentó anteriormente en la 

sección de resultados, se generó un modelo transgénico knockout de S100A9 (Eμ- 

TCL1/S100A9-/-). En este modelo se observó una mayor supervivencia y una progresión 

leucémica más lenta en comparación con Eμ-TCL1, con menor esplenomegalia e infiltración 

tumoral. La transferencia adoptiva de células S100A9-/- redujo la proliferación del clon 

leucémico y la linfocitosis, aumentando la supervivencia. La inhibición de S100A9 también 

disminuyó la expresión de CCL4 e IL-10 en células murinas, modulando la inflamación y el 

microambiente tumoral, en concordancia con el aumento de CCL3 y CCL4 después de 

estimular PBMCs de pacientes con rhS100A9. Finalmente, en un modelo PDX, el tratamiento 

con TasQ redujo la infiltración leucémica y la esplenomegalia en PBMCs de pacientes con 

LLC, independientemente del estado de mutación IGHV. 

En su conjunto estos hallazgos refuerzan la idea de que el eje S100A9/EMMPRIN desempeña 

un papel clave en la progresión de la LLC y podría ser un blanco terapéutico de interés a ser 

evaluado en la LLC. Desde una perspectiva clínica, resulta relevante evaluar el papel 

del eje S100A9/EMMPRIN en el contexto de terapias actuales como ibrutinib. Este 

inhibidor induce el egreso de células de LLC desde los nichos protectores en OLS 

hacia la SP, donde pierden señales de supervivencia y mueren. Dado que 

S100A9/EMMPRIN podría estar implicado en el proceso migratorio, es interesante 

investigar si su inhibición potencia el efecto de ibrutinib al impedir el reingreso de las 

células a los nichos proliferativos, favoreciendo así su eliminación. Como una 

extensión de los hallazgos de este trabajo, se están llevando a cabo experimentos en 

nuestro laboratorio con muestras de pacientes tratados con ibrutinib, con el objetivo 
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de profundizar en esta posible interacción y sus implicancias terapéuticas. 

En conclusión, nuestros resultados confirman el papel clave de S100A9 en la progresión de 

la LLC, destacando su interacción con EMMPRIN como un factor relevante en este proceso. 

Este estudio sugiere, por primera vez, que la inhibición de S100A9 podría reprogramar las 

células B-LLC hacia un fenotipo menos inflamatorio, lo que podría impactar en la progresión 

de la enfermedad. En este contexto, el uso de inhibidores de S100A9 ha impulsado la 

implementación de ensayos clínicos en distintas enfermedades hematológicas e 

inflamatorias, reforzando el interés en esta estrategia terapéutica. 

Considerando nuestros hallazgos preclínicos y los resultados clínicos prometedores en otras 

neoplasias, los inhibidores de S100A9 emergen como una opción terapéutica 

potencial para la LLC. Futuros estudios deberían evaluar su uso en monoterapia o en 

combinación con terapias dirigidas, lo que podría abrir nuevas alternativas para el 

manejo de la enfermedad. 
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Figura 17. Modelo propuesto: S100A9/EMMPRIN como nuevo eje en la progresión tumoral de la LLC. Las células B de LLC, que expresan altos niveles de EMMPRIN, interactúan 
con la proteína S100A9, activando vías de señalización clave como PI3K/AKT, NF-κB y MAPK/JNK. Esta activación promueve la secreción de S100A9 en exosomas, que a su vez 
interactúan con EMMPRIN en otras células de LLC, generando un loop positivo de activación. Como consecuencia, se modulan moléculas downstream involucradas en la 
supervivencia celular, proliferación, migración y homing tumoral. Además, el TME también contribuye a este loop a través de la producción de S100A9. En las imágenes obtenidas 
por microscopía confocal, se observa en la esquina superior izquierda una célula B-LLC típica, proveniente de PBMCs de un paciente con LLC progresora, marcada con IgM-FITC 
(verde), con el ADN teñido en cían y la expresión de S100A9 evidenciada en magenta. En la esquina inferior izquierda, representando el microambiente tumoral, se muestra una 
imagen de PBMCs derivadas de un ganglio linfático del mismo paciente, donde una célula con morfología de monocito exhibe una alta expresión de S100A9, lo que sugiere su 
papel en la regulación del entorno leucémico (Adaptado de Prieto, Sotelo y Seija et al., 2017). Finalmente, los inhibidores de S100A9, como TasQ, o de EMMPRIN, como AC-73, 
podrían bloquear esta interacción y frenar la activación de estas vías, posicionándose como una potencial estrategia terapéutica en la LLC. 
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KEY POINTS 

 
1- Chronic inflammation and immune dysfunction are central to CLL progression, driven by 
elevated inflammatory cytokines and activation of signaling pathways like NF-κB, PI3Kδ, and 
MAPK via BCR and CD40, which provide leukemic lymphocytes with survival advantages. 

 
2- Research utilizing in vivo and patient-derived xenograft (PDX) models, including the 
development of an Eµ-TCL1/S100A9-/- mouse model, supports the potential of 
pharmacologically targeting S100A9 as a therapeutic strategy for CLL. 

ANEXO 
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ABSTRACT 

 
Chronic Lymphocytic Leukemia (CLL) presents challenges in treatment despite advancements in 

targeted therapies, often facing resistance or relapse. Chronic inflammation plays a significant role 

in CLL biology, with heightened inflammatory responses and immune dysfunction. Elevated 

levels of inflammatory cytokines support this notion. Activating signaling pathways like NF- 

κB, PI3Kδ, and MAPK via B cell receptors (BCR) and CD40 confers advantages to leukemic 

lymphocytes. Our research focuses on the pro-inflammatory protein S100A9 in CLL progression. 

We previously described that CLL patients release exosomes containing S100A9 during disease 

progression, correlating with NF-κB activation. S100A9, known for its role in autoimmune 

diseases and cancers, modulates the antitumor immune response by influencing myeloid-derived 

suppressor cells (MDSCs). Receptors for S100A9 include Toll-like receptor 4 (TLR4), the 

receptor for advanced glycation end products (RAGE), and extracellular matrix 

metalloproteinase inducer (EMMPRIN). We identified a novel molecular mechanism involving 

the S100A9/EMMPRIN interaction in CLL using primary cells and an in vivo CLL mouse model 

(Eµ-TCL1). Additionally, we developed an Eµ-TCL1/S100A9-/- mouse model and explored 

pharmacological targeting of S100A9 in a patient-derived xenograft (PDX) model, highlighting 

S100A9 as a promising therapeutic target in CLL with potential clinical applications. 

 
INTRODUCTION 

 
CLL is characterized by the accumulation of mature B lymphocytes, typically CD19+CD5+, in 

peripheral blood (PB), bone marrow (BM), and secondary lymphoid tissues(1). With the approval 

of new targeted therapies, many CLL patients have achieved favorable responses(2). However, 

treatment resistance and toxicity are often observed, making CLL a therapeutic challenge(2). 

Therefore, understanding the mechanisms involved in disease progression is crucial for 

developing novel therapeutic approaches. The role of chronic inflammation in CLL biology has 

been well-recognized, wherein an exaggerated activation of the inflammatory response against 

self-antigens coexists with dysfunctional immune clearance of infections. Not surprisingly, 

elevated levels of inflammatory cytokines have been detected in the plasma of individuals with 



3  

CLL(3-5). Additionally, BCR activation, as well as stimulation through CD40, increases the activity 

of the NF-κB(6, 7), PI3Kδ(8), and MAPK(9) signaling pathways, conferring proliferative and 

survival advantages to leukemic lymphocytes. 

Our group previously described that exosome containing the pro-inflammatory protein S100A9 

are released by B cells from CLL patients exclusively during disease progression(10). S100A9 is a 

damage-associated molecular pattern that promotes the inflammatory response in 

autoimmune diseases and acts as a potent mediator of inflammation in cancer(11). S100A9 also 

reduces the antitumor immune response by recruiting and regulating MDSCs(12, 13). Several 

S100A9 receptors have been described, including TLR4, RAGE, and EMMPRIN(14). 

Recent studies have shown that S100A9 expression is increased in several solid tumors and is 

associated with cancer progression, invasion, and metastasis(11, 15-17). In hematological 

malignancies, S100A9 drives the accumulation of MDSCs and contributes to developing 

myelodysplastic syndromes(18). S100A9 is also highly expressed in acute myeloid leukemia 

and correlates with resistance to the b-cell leukemia/lymphoma 2 (BCL-2) inhibitor 

venetoclax(19, 20). Likewise, S100A9 promotes multiple myeloma (MM) progression by 

inducing the tumor necrosis factor ligand superfamily member 13B (TNFSF13B)(21) and 

megakaryocyte expansion(22). All these data highlight the potential of exploring S100A9 as a 

therapeutic target in cancer. Quinoline-3-carboxamide compounds such as Tasquinimod (TasQ) 

and Paquinimod (PaQ) can block the interaction of S100A9 with its receptors, thus preventing 

the activation of the inflammatory signaling pathways induced by this protein(23). Fan et al. 

showed that TasQ significantly reduced the tumor load and prolonged the overall survival of 

MM-bearing mice(24). This small-molecule oral inhibitor is also being tested in two different 

phase III clinical trials for castration-resistant prostate cancer (NCT01234311, NCT02057666) 

and in a phase I clinical trial for MM (NCT04405167). 

In this study, we provide evidence for the role of the pro-inflammatory protein S100A9 during 

CLL progression using primary CLL cells and Eµ-TCL1 mice. We propose a molecular mechanism 

involving the S100A9/EMMPRIN interaction. Additionally, we developed a novel Eµ-TCL1/S100A9- 

/- mouse model and evaluated the pharmacological targeting of S100A9 in a PDX model of CLL for 

the first time. Overall, this work validates S100A9 as a potential therapeutic target in this 
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leukemia. 

 
METHODS 

 
CLL Patient Samples 

 
Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from CLL patients were collected based on 

International Workshop on CLL criteria. Patients were classified into two groups: Indolent (Binet 

stage A, lymphocyte doubling time >1 year, no AID mRNA in PB, and no treatment required after 

5 years) and Progressive (Binet stage B/C, lymphocyte doubling time <6 months, AID mRNA in PB, 

and treatment required within 5 years). Clinical details are in Table 1. The study was approved by 

ethical boards (Hospital Maciel, CASMU, Institut Pasteur, and Moffitt Cancer Center), and all 

participants provided written informed consent in accordance with the Declaration of Helsinki. 

 
In vitro stimulation of primary CLL cells 

 
PBMCs from CLL patients were incubated with recombinant human S100A9 (rhS100A9) or in- 

house rh-S100A9 (see Supplemental Methods) for 72 hours in RPMI-1640 medium with 10% 

heat-inactivated FBS and antibiotics at 37°C, 95% humidity, and 5% CO2. Flow cytometry was 

used to assess anti-apoptotic proteins MCL1 and BCL2 (after 48 hours) and phosphorylation of 

AKT1(Ser473/Thr308), IKK(Ser176/180), and JNK(Thr183/185) (after 72 hours). For inhibitor experiments, TasQ 

or PaQ (10 μM) and α-EMMPRIN antibody (10 μg/mL) were added. EMMPRIN expression was 

evaluated after activation with CpG-ODN (2 μM), IL-15 (15 ng/mL), and anti-IgM (20 μg/mL) for 

48 hours or CD40L (1 μg/mL) plus IL-4 (5 ng/mL) for six days. Unstimulated cells served as 

controls. 

 
Flow Cytometry 

 
Immunophenotyping analysis was performed by multiparametric flow cytometry (FC). Cells 

were first stained with a Live/Dead fixable dye in phosphate-buffered saline (PBS). 

Subsequently, surface staining was carried out with the corresponding antibodies in FACS 

buffer. Cells were fixed and permeabilized following surface staining using the Cyto-Fast/Perm 

kit when intracellular protein detection was needed. A complete list of used antibodies is provided 
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in Supplemental Table 1. All markers were gated according to fluorescence minus one or isotype 

controls. The acquisition was performed on a BD FACSymphony or an Attune NxT flow cytometer, 

and data were analyzed with FlowJo software, version 10.8.1. 

Multiplex Cytokine Assay 

 
PBMCs from CLL patients were stimulated in vitro with 10ug/mL of rhS100A9 for 24 hours. 

Then, the supernatant was used for the Bio-Plex Pro Human Immunotherapy Panel. Data 

was acquired using xMAP INTELLIFLEX equipment and analyzed using the ProcartaPlex analysis 

app. 

 
mRNA expression analysis 

RNA extraction was performed from PBMCs CLL using Trizol. cDNA synthesis was done using M- 

MLV reverse transcriptase (Invitrogen) with ribonuclease inhibitor RNAsin. Quantitative 

polymerase chain reaction (q-PCR) amplification was performed using SYBR Green with 

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) serving as endogenous control(25). 

Supplemental Table 2 provides EMMPRIN, JUN, FOS, and GAPDH primers. All qPCR reactions were 

run on the QuantStudio3 Real-time PCR system. 

 
EMMPRIN expression analysis 

 
CLL PBMCs were lysed with RIPA buffer, and protein concentration was measured using the 

Bicinchoninic acid method. 10% SDS-PAGE separated equal protein amounts, transferred to 

nitrocellulose membranes, and blocked with 5% non-fat milk in PBS-Tween 20 at 37°C for 1 hour. 

Membranes were incubated overnight at 4°C with HRP-conjugated anti-EMMPRIN antibody. 

Protein bands were detected via enhanced chemiluminescence and captured with Image Quant 

800. Band density was normalized to GAPDH, and fluorescence intensity was quantified using 

ImageJ. 

 
S100A9-deficient CLL murine model 

 
Eμ-TCL1  and  S100A9-deficient  (S100A9-/-)  mice  were  crossed  to  generate  a  new  Eμ- 
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TCL1/S100A9-/- double transgenic mouse model. This novel mouse colony was homozygous for 

T-cell leukemia 1 (Tcl1) and S100a9 genes. Splenocytes from aged Eμ-TCL1 and Eμ-TCL1/S100A9- 

/- mice were obtained for the accelerated murine model. B-CLL cells (CD19+CD5+) were isolated 

by two-step magnetic cell separation and adoptively transferred via the tail vein injection (TVI) 

into 8 to 10-week-old NOD/SCID/IL2rγnull (NSG) mice mouse at 5 x 10^6 B-CLL cells per mouse. 

The CD19+CD5+B220low B lymphocytes were assessed weekly in peripheral blood using FC. 

 
Adoptive transfer model of CLL 

 
10 x 10⁶ splenocytes from aged Eμ-TCL1 mice were transferred via TVI into WT C57BL/6 mice (6- 

8 weeks old). CD19+CD5+B220low B lymphocytes were monitored weekly in PB by flow 

cytometry. Treatments began once leukemic cells reached ≥30% of total CD45+ leukocytes in PB. 

Post-treatment, mice were either observed for survival or euthanized to assess spleen 

infiltration. Survival analyses continued until endpoint criteria were met. Mice were housed 

pathogen-free and handled per Animal Experiment Guidelines. 

 
In vivo treatments 

 
For all in vivo treatments with PaQ (TargetMol, Wellesley Hills, MA) or TasQ (TargetMol), the 

inhibitors were resuspended at 25mg/kg in distilled water containing 2% hydroxypropyl-beta- 

cyclodextrin and administered per os ad libitum for 3-4 weeks. 

 
Patient-derived xenograft model of CLL 

 
Xenogeneic transplantation was performed as described previously(26). T cells were isolated 

from cryopreserved CLL patient PBMCs using anti-CD3 magnetic microbeads and cultured (1 × 

10⁶ CD3+ cells/mL) for eight days with CD3/CD28 activators and IL-2. On day eight, activated CD3+ 

cells were mixed with thawed CLL PBMCs (1:40 ratio) and 20 × 10⁶ cells were injected via TVI into 

NSG mice. Engraftment was confirmed in PB by FC after eight days. Mice were randomly assigned 

to treatment groups based on human CD45+ PB levels, and TasQ or vehicle was administered in 

drinking water for three weeks. 
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NanoString analysis 

 
Fluorescence-activated cell sorting (BD FACSAria II) was used to isolate CD19+ cells from NSG 

mice adoptively transferred with Eμ-TCL1 or Eμ-TCL1/S100A9-/- B-CLL cells, as well as from the 

accelerated murine CLL model treated with PaQ or vehicle. Three mice per group were included in 

the analysis. Post-cell sorting purity was >98% in all samples. RNA extraction was performed using 

RNeasy Mini Kit (Qiagen) with on-column DNase digestion. Extracted RNA was processed utilizing 

the nCounter Mouse PanCancer Immune Profiling Panel. Raw data was analyzed using the 

ROSALIND bioinformatics platform. Differentially expressed genes were defined as a false 

discovery rate<0.05 and a fold change >1.5 and <-1.5 for up-and-down-regulated genes, 

respectively. 

 
Statistical analysis 

Statistical analyses were performed using GraphPad software v10.1.2 and presented as mean 

± SD or ± SEM. All in vitro studies were performed with at least three technical and three biological 

replicates. A paired or unpaired two-tailed Student’s t-test was applied for two-group 

comparisons. An ordinary two-way or one-way analysis of variance (ANOVA) test was 

performed for multiple-group analysis, followed by the Šídák multiple comparisons test. The 

log-rank (Mantel-Cox) test was used for survival comparison in human and mice experiments. 

In all cases, p-value < 0.05 was considered statistically significant. 

 
RESULTS 

 
S100A9 promotes the activation of pro-inflammatory pathways in primary B-CLL cells in 
patients with progressive disease. 

 
We previously reported that exosomes isolated from the plasma of CLL patients with progressive 

disease activate the NF-kB pathway in primary CLL cells(10). These exosomes contained high 

levels of the pro-inflammatory protein S100A9 and other proteins(10). To confirm that S100A9 

activates NF-kB and to explore other signaling pathways, we cultured PBMCs from CLL patients 

with rhS100A9 for 72 hours. Subsequently, we evaluated the median fluorescence intensity (MFI) 

of phospho-IKKser176/180, phospho-AKTser473, phospho-AKTthr308, and phospho-JNKthr182/185 by FC. 
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Our data show that S100A9 promotes the activation of the NF-kB pathway (Figure 1A) and 

increases phosphorylation of the AKT kinase (Figure 1B) and the JNK (Figure 1C) in B-CLL cells from 

patients with progressive disease. Conversely, no significant changes in the phosphorylation 

pattern of these proteins were observed in B-CLL cells from indolent CLL cases (Figure 1A-C). 

Because JUN and FOS, two transcription factors belonging to the activator protein-1 (AP-1) family, 

are tightly regulated by NF-kB and MAPK signaling cascades(27), we evaluated if S100A9 

modulates the expression of these transcription factors. Our data from qPCR analysis show 

an increased expression of both in CLL PBMCs after stimulation with rhS100A9 (Figure 1D). 

Several studies have shown that activation of the PI3K and NF-kB signaling pathways is pivotal 

in B-CLL cell survival(28, 29). Interestingly, our results indicate that the expression of the anti- 

apoptotic proteins BCL-2 and myeloid cell leukemia-1 (MCL-1) is increased in B-CLL cells after 

exposure to rhS100A9 in vitro (Figure 1E), suggesting that this could be a mechanism by which 

S100A9 participates in B-CLL cell survival. Additionally, higher concentrations of pro- 

inflammatory chemokines and cytokines such as CCL3, CCL4, IL-6, IL-8, and IL-10 were found in 

the supernatant of PBMCs from CLL patients upon S100A9 stimulation (Figure 1F). Even though 

it has been demonstrated that S100A9 can activate the NF-κB, PI3K/AKT, and MAPK/JNK signaling 

pathways in inflammatory diseases(30), our results show for the first time that S100A9 promotes 

the phosphorylation of these signaling pathways and the release of pro-inflammatory cytokines 

in CLL patients. 

 
EMMPRIN blocking prevents the S100-A9-mediated activation of pro-inflammatory pathways. 

 
Subsequently, our goal was to assess the expression of the three main S100A9 receptors, TLR4, 

RAGE, and EMMPRIN, in primary B-CLL cells. Consistent with prior studies(31, 32), TLR4 

expression was low in our CLL patient cohort, with no significant difference compared to age- 

matched healthy donors (HD) (Figure 2A). In contrast, both RAGE and EMMPRIN expression 

was observed in B-CLL cells compared to B cells from HD (Figure 2B-C). 

RAGE primarily binds the S100A8/S100A9 heterodimer among other S100 proteins(14), 

while EMMPRIN exhibits a higher affinity for S100A9(33). Based on this information and our 

previously published findings showing that the S100A9 homodimer is present in exosomes from 
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the plasma of CLL patients with progressive disease(10), we decided to evaluate whether blocking 

EMMPRIN could prevent the S100A9-mediated activation of NF-kB, PI3K/AKT, and MAPK/JNK 

signaling pathways in CLL. Thus, PBMCs from CLL patients were stimulated in vitro with rhS100A9 

in the presence or absence of an anti-EMMPRIN blocking antibody. Our results demonstrate that 

IKK, AKT, and JNK phosphorylation levels return to basal levels when the anti-EMMPRIN is added 

to the culture (Figure 2D-G). Similar results are obtained when the S100A9 inhibitors, TasQ or 

PaQ are used (Figure 2D-G). These findings suggest that EMMPRIN plays a critical role in CLL's 

S100A9-mediated activation of pro-inflammatory pathways. 

 
High-glycosylated EMMPRIN is upregulated in progressive CLL patients. 

 
As S100A9-mediated activation of signaling pathways is exclusively observed in progressive CLL 

patients, we decided to explore whether the EMMPRIN expression differs in CLL patients with 

different clinical profiles. Analysis of EMMPRIN mRNA expression by qPCR revealed a higher 

EMMPRIN pattern in PBMCs from patients with unmutated (UM) immunoglobulin heavy-chain 

variable region (IGHV) gene compared to PBMCs from mutated (M) patients (Figure 3A). 

Additionally, FC data showed that EMMPRIN expression was higher in B-CLL cells from 

progressive CLL cases than in indolent CLL (Figure 3B). 

Since the high glycosylated form of EMMPRIN (HG-EMMPRIN) has been associated with worse 

prognosis in several neoplasms(34), we aimed to evaluate the glycosylation pattern of this 

receptor in CLL patients by Western Blot. We predominantly found a protein band between the 

40-60 kDa, which, by size, would correspond to the HG-EMMPRIN (Figure 3C). We treated protein 

lysates from CLL patients with peptide N glycosidase F (PNGase F) to confirm the composition 

of this glycosylation. Our results show that PNGase F effectively hydrolyzes EMMPRIN 

glycopeptides in CLL patients, confirming that the HG-EMMPRIN pattern predominant in CLL 

mainly comprises complex-type, N-linked glycans (Figure 3C). Additionally, HG-EMMPRIN was 

associated with the Binet clinical stage C (Figure 3D), and a higher proportion of this 

glycosylated form was found in progressive CLL cases compared to the indolent group (Figure 3E). 

As glycosylation is a post-transcriptional process tightly modulated by the tumor 

microenvironment (TME), we stimulated PBMCs from CLL patients with CD40L+IL-4, CpG-ODN+IL- 
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15, or anti-IgM. Our results show that CD40L+IL-4 increases EMMPRIN expression in the 

progressive group compared with the indolent counterpart, while no changes were found after 

stimulation with an anti-IgM or CpG-ODN+IL-15 (Figure 3F-G). 

 
Genetic silencing of S100A9 in murine B-CLL cells delays disease progression. 

To further assess the biological role of S100A9 in CLL, we employed the Eμ-TCL1 transgenic mice. 

This murine model develops a CLL-like phenotype characterized by high white blood count and 

splenomegaly at 10-13 months of age(35). We observed higher expression levels of S100A9 

(Figure 4A) and its receptors, EMMPRIN, RAGE, and TLR4 (Figure 4B), in B-CLL cells from Eμ-TCL1 

mice compared to B cells from age-matched WT mice (Figure 4A-B). Subsequently, Eμ-TCL1 

mice were crossed with S100A9-/- mice. The Eμ-TCL1/S100A9-/- colony exhibited no structural 

abnormalities and developed a CLL-like phenotype as they aged. However, B-CLL infiltration 

in the spleen of the 10-month-old mice was significantly lower in the Eμ-TCL1/S100A9-/- 

group compared to Eμ-TCL1 mice (Figure 4C). Likewise, longer overall survival was observed in 

Eμ-TCL1/S100A9-/- mice (Figure 4D). 

Given that the Eμ-TCL1/S100A9-/- mouse model is a global knockout, and consequently, 

S100A9 is ablated in all murine cells, we decided to confirm that the observed more 

prolonged survival was dependent on the effect of S100A9 on the leukemic lymphocytes. 

CD19+CD5+ cells from age-matched Eμ-TCL1 or Eμ-TCL1/S100A9-/- mice were adoptively 

transferred into NSG mice. Our results show that B-CLL cells from Eμ-TCL1 mice were detected 

earlier in the PB of recipient mice than S100A9-deficient B-CLL cells (Figure 4E-F). In addition, 

spleen size was reduced in the mice that received S100A9-/- B-CLL cells (Figure 4G), and the total 

number of leukemic cells in the spleen and bone marrow was lower in the Eμ-TCL1/S100A9-/- 

cohort than in the Eμ-TCL1 group (Figure 4H). Increased overall survival was also achieved in NSG 

mice bearing S100A9-/- B-CLL cells compared with NSG mice that received B-CLL cells from Eμ- 

TCL1 mice (Figure 4I). 

Next, we compared the gene expression between murine S100A9-/- B cells and B cells from Eμ- 

TCL1 mice using the NanoString Mouse PanCancer Immune Profiling Panel. We found that 

Mapk8, Jun, and Fos, three critical genes involved in the JNK/MAPK pathway, were 

downregulated in S100A9-deficient B cells (Figure 4J). Additionally, 13 genes from the TNF-α 



11  

signaling via NF-κB (Figure 4K) and 17 gene members of the IFN-γ response pathway 

(Supplemental figure 1A) were downregulated in S100A9-deficient B cells, according to the 

Molecular Signatures Database (MSigDB) hallmark gene set collection. These results align with 

the data found in primary CLL cells, supporting the role of S100A9 in promoting activation of 

the NF-κB and MAPK signaling cascades. 

 
Pharmacological inhibition of S100A9 prolongs survival in adoptive transfer Eμ-TCL1 mice. 

To evaluate the potential of S100A9 as a therapeutic target in CLL, we tested the S100A9 

inhibitors, PaQ and TasQ, in the Eμ-TCL1 mouse model. To perform this experiment, 

splenocytes from aged Eμ-TCL1 mice were injected into young WT mice to establish CLL disease. 

Similar to S100A9-deficient B-CLL cells, PaQ-treated and TasQ-treated groups displayed a lower 

PB tumor burden than the vehicle group (Figure 5A). Splenomegaly (Figure 5B-C) and leukemic 

infiltration in the spleen (Figure 5D) were also decreased in mice that received TasQ or PaQ after 

four weeks of treatment, and more prolonged overall survival was observed in the PaQ and TasQ 

cohorts contrasted with the vehicle group (Figure 5E). 

Gene expression in B cells from PaQ-treated and vehicle groups was evaluated using the 

NanoString Mouse PanCancer Immune Profiling Panel. Similar to S100A9-/- B cells, pharmacological 

targeting of S100A9 decreased several genes belonging to the TNF-α signaling pathway via NF-ΚB 

(Figure 5F-G) and IFN-y response (Supplemental figure 1B), including genes coding for Jun and 

Fos transcription factors. As shown in Figure 1, stimulation of PBMCs with rhS100A9 promotes 

the release of cytokines and chemokines relevant to CLL pathogenesis. Interestingly, in vivo 

treatment with PaQ decreased the expression of Ccl3, Ccl4, and IL-10 in murine B cells from AT 

Eμ-TCL1 mice (Figure 5F). These data suggest that pharmacological inhibition of S100A9 resulted 

in a therapeutic benefit in our murine CLL model and shifted B cells to a less inflammatory 

phenotype. 

 
Tasquinimod eliminates B-CLL cells in a patient-derived xenograft model. 

 
Because the PBMCs + activated T cell xenograft model (PDX) of CLL has shown to be a valuable 

technique for testing treatments in a preclinical setting(26, 36), we decided to employ this 
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xenograft model to evaluate the therapeutic activity of TasQ against primary human CLL cells 

from both mutated and unmutated IGHV CLL patients (Figure 6A). After confirming cell 

engraftment, mice were randomly allocated into TasQ or vehicle groups, and the treatments 

were administered for three weeks. Consistent with the results obtained in the Eμ-TCL1 murine 

model, TasQ decreased splenomegaly significantly and CLL infiltration in the spleen of CLL- 

recipient NSG mice (Figure 6C-F). Both patients observed this responses independently of their 

IGHV mutational status. 

 
DISCUSSION 

 
Despite significant improvements in the treatment landscape of CLL with BH3 mimetics and 

Bruton’s tyrosine kinase inhibitors (BTKi), discontinuing these therapies is frequently seen. 

Almost 50% of CLL patients treated with venetoclax and covalent BTKi ultimately relapse on both 

drugs(37). Therefore, developing new treatment strategies is an unmet need in CLL. In this study, 

we combined CLL patient samples and in vivo models to study the role of the S100A9 protein in 

CLL. Our data reveal that targeting S100A9 could become a promising therapeutic intervention 

for CLL patients. We demonstrated that S100A9 genetic silencing or pharmacological blocking of 

the interaction of this protein with its receptors delays murine CLL progression. 

In addition to hindering CLL progression in our murine model, our findings illustrate the efficacy 

of the TasQ targeting both mutated and unmutated IGHV CLL patient subsets. A previous phase 

III study of TasQ in metastatic prostate cancer demonstrated that this drug leads to more 

prolonged progression-free survival compared to placebo(38). The therapeutic activity of TasQ 

in prostate cancer is attributed to targeting S100A9 in MDSCs and suppression of 

angiogenesis by binding histone deacetylase 4 (HDAC4)(39). However, HDAC4 is not expressed 

in B-CLL cells(40) (Supplemental figure 2), suggests that the in vivo effect of TasQ in CLL is mainly 

mediated by targeting S100A9. 

S100A9 participates in cytoskeleton rearrangement and migration of myeloid cells, and it is 

released during inflammation(30). Our data suggest that the deleterious activity of S100A9 in 

CLL is probably mediated by its extracellular function. Stimulation of primary CLL cells with 

rhS100A9 promoted phosphorylation o f  c r i t i c a l  p r o t e i n s  i n  t h e  N F -κB, P I 3K/AKT,  

and 
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MAPK/JNK signaling pathways in CLL patient samples. However, this is not the case for our murine 

ex vivo experiments. Human and murine studies often yield divergent results due to fundamental 

biological differences, including variations in gene expression, receptor profiles, and immune 

system composition. In this context, the differential responses observed between human and 

murine CLL cells can be attributed to species-specific disparities. For example, TLR4, one of the 

putative S100A9 receptors, is clearly overexpressed in CLL-like murine cells, whereas very low 

expression levels were described in human CLL cells (41). These intrinsic differences highlight the 

challenges of directly translating findings from murine models to human systems. 

Additionally, increased expression of JUN and FOS were observed in human samples. 

Interestingly, these two transcription actors were among the lower-fold downregulated genes 

in S100A9-deficient murine B-CLL cells and B-cells from mice treated with PaQ. Increased activity 

of the AP-1 transcription network, including JUN and FOS, is linked to inflammatory disorders 

and cancer development by regulating cell proliferation, migration, and production of inflammatory 

cytokines(27). 

In addition to activating pro-inflammatory pathways, S100A9 induced CCL3, CCL4, IL-6, and IL-10 

release by PBMCs from CLL patients. Elevated levels of CCL3, IL-6, or IL-10 in the plasma of 

individuals with CLL are independent poor prognostic factors for this disease(42, 43). Autocrine 

IL-6 promotes B-CLL cell survival by activating STAT3 and NF-κB signaling cascades(4); CCL3, 

CCL4, and IL-10 contribute significantly to CLL pathogenesis by modulating the TME. For instance, 

IL-10 suppresses the T-cell mediated anti-tumor immune response(44), whereas CCL3 and CCL4 

may induce the trafficking of supportive cells to secondary lymphoid tissues to sustain CLL 

proliferation(45, 46). Our observation that S100A9 promotes cytokine release in CLL was further 

supported by mouse data showing that B cells from PaQ-treated mice have lower expression 

of CCL3 and CCL4. Additionally, both genetic and pharmacological targeting of S100A9 

reduced IL-10 expression in murine B cells. 

S100A9 is a ligand for several receptors, including TLR4, RAGE, and EMMPRIN. Higher 

expression of RAGE and EMMPRIN were found in both murine and primary human B-CLL cells, 

while TLR4 was only upregulated in mice. High EMMPRIN expression was associated with 

unmutated IGHV and advanced Binet stage C. This receptor upregulation was also induced by 
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CD40L+IL-4 signal mimicking the CLL TME. However, further studies are needed to determine 

whether and how S100A9 and its receptors participate in the crosstalk between CLL cells and 

the TME. Lastly, disruption of the S100A9/EMMPRIN interaction prevented the S100A9-mediated 

activation of signaling cascades in B-CLL cells. Although this result underscores the importance 

of the S100A9/EMMPRIN axis in CLL, the role of other S100A9 receptors should be explored. 

This study is the first to report that S100A9 inhibitors effectively control CLL progression and 

shape B-CLL cells to a less inflammatory phenotype. Targeting inflammation has 

has been a central interest in CLL for decades. High-dose methylprednisolone, in combination 

with chemoimmunotherapy, was one of the mainstay therapies for patients with relapsed CLL 

for many years(47). However, glucocorticoids are limited because of their toxic adverse effects 

and resistance(47). Therefore, identifying targetable pro-inflammatory proteins associated with 

disease progression could provide a new approach to decreasing the deleterious chronic 

inflammation seen in CLL patients. Based on our pre-clinical data, the promising clinical outcomes 

observed in other neoplasms, and their safety profile, we firmly believe oral S100A9 inhibitors 

hold a potential therapeutic opportunity in CLL. Further clinical exploration should be pursued, 

either alone or in combination with other targeted therapies. 
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Figure 1. S100A9 promotes the activation of pro-inflammatory pathways in primary B-CLL 

cells in patients with progressive disease. CLL PBMCs were incubated with and without 

recombinant human S100A9 for 72 hours and several parameters were assessed. A-C) 

Phosphorylation levels of AKT1 (Ser473 and Thr308), IKK (Ser176/180), and JNK (Thr183/185) 

were measured in CD19+CD5+ cells by flow cytometry. D) JUN and FOS mRNA expression 

was assessed by quantitative PCR. E) Anti-apoptotic proteins MCL-1 and BCL-2 expression in 

CD19+CD5+ were also evaluated by flow cytometry. F) A multiplex cytokine assay was 

performed in PBMCs from CLL patients after S100A9 in vitro stimulation for 24 hours. 

****p<0.0001, ***p<0.001 **p<0.005, *p<0.05., (paired t-test). 

 
Figure 2. EMMPRIN blocking prevents the S100A9-mediated activation of pro- 

inflammatory pathways. A-C) Expression levels of the S100A9 receptors TLR4, RAGE and 

EMMPRIN were compared between B cells from healthy donors (HD) and CD19+CD5+ cells from 

CLL patients using flow cytometry. D-G) CLL PBMCs were stimulated with rhS100A9 and treated 

with S100A9 inhibitors (Tasquinimod 10µM or Paquinimod 10µM) or EMMPRIN blocking 

antibody for 72 hours. Phospho-AKT1(Ser473 and Thr308), Phospo-IKK(Ser176/180) and Phospo- 

JNK(Thr183/185) were assessed in CD19+CD5+ cells by flow cytometry. Cells without rhS100A9 

stimulation were used as control. ****p<0.0001, ***p<0.001 **p<0.005, *p<0.05., (A-C unpaired 

t-test, D-G paired t-test). 

 
Figure 3. High-glycosylated EMMPRIN is upregulated in progressive CLL patients. A) EMMPRIN 

mRNA expression levels were quantified by qPCR in HD, mutated IGHV, and unmutated IGHV 

CLL patients. B) EMMPRIN protein levels in B-CLL cells of progressive and indolent patients 

were assessed by flow cytometry. Relative expression of percent positive cells and median 

fluorescence intensity (MFI) analysis demonstrated higher levels of EMMPRIN in B-CLL cells of 

progressive patients compared to indolent patients. C) CLL PBMC protein lysates were treated 

with PNGase F, and EMMPRIN expression was analyzed by western blot. GAPDH detection 

(bottom panel) was performed as loading control. The High (HG) and Low (LG) glycosylated forms 

are visible in the untreated samples. The protein core is exposed after PNGase F treatment, 

confirming N-type glycosylation. D) EMMPRIN protein levels were compared between patients 



19  

with different Binet stages E) Representative blot of EMMPRIN in progressive and indolent CLL 

patients, and relative protein expression was normalized to GAPDH. F) Representative western 

blot of EMMPRIN expression in one progressive and one indolent CLL patient after PBMCs 

stimulation with IgM, CPG+IL15, and CD40L+IL4. G) Flow cytometry analysis of EMMPRIN 

expression Upon stimulation  with  IgM,  CPG+IL15  and  CD40L+IL4  (n=10,  per  group). 

****p<0.0001, ***p<0.001, **p<0.005, *p<0.05. (A-E unpaired t-test, G paired t-test). 

Figure 4. Genetic silencing of S100A9 in murine B-CLL cells delays disease progression. A-B) 

Splenocytes from 10 12-month-old Eµ-TCL1 or C57BL6 mice were employed to evaluated S100- 

A9, EMMPRIN, RAGE and TLR4 expression in CD19+CD5+ leukemic lymphocytes, and CD19+CD5- 

normal murine B cells. C) We created a novel Eµ-TCL1/S100A9-/- mouse model, and leukemic 

infiltration of CD19+CD5+ cells in the spleen of 10-month-old mice was compared between Eµ- 

TCL1 and the Eµ-TCL1/S100A9-/- mice. D) Aged Eµ-TCL1/S100A9-/- mice show longer survival than 

the aged Eµ-TCL1 mouse model. E-K) CD19+/CD5+ B cells isolated from Eµ-TCL1 or Eµ- 

TCL1/S100A9-/- mice were transferred via tail vein injection into NSG mice. E-F) The tumor burden 

in PB was assessed weekly, the percentage of CD19+CD5+ cells, as well as the absolute count of 

B-CLL cells, was measured by flow cytometry. G) Spleen size from both groups after 5 weeks 

of adoptive transfer. H) Malignant B cell infiltration in the spleen and BM at week 5 post-adoptive 

transfer. I) Longer survival was observed in the Eµ-TCL1/S100A9-/- group (n: 4) compared to the Eµ- 

TCL1 recipient mice (n:5). J) B cells were isolated from NSG mice after 5 weeks of AT, then the 

mRNA was used for NanoString analysis. Volcano plot showing upregulated (red) and 

downregulated (blue) genes in S100A9-/- B cells versus B cells from NSG adoptive transfer Eµ-TCL1 

mice. K) Downregulated genes in S100A9-/- B cells relative to B cells from NSG adoptive transfer 

Eµ-TCL1  mice belonging to the TNF-α via NF-κB from the MSig data base Hallmark genes. 

****p<0.0001, ***p<0.001 **p<0.005, *p<0.05. 

 
Figure 5. Pharmacological inhibition of S100A9 prolongs survival in adoptive transfer Eμ-TCL1 

mice. Splenocytes from Eµ-TCL1 mice were transferred via tail vein injection into C57BL/6 mice, 

PaQ and TasQ were administered at 25 mg/kg in drinking water for 4 weeks. A) Tumor burden 

assessment in the PB using flow cytometry. B) Representative picture of the three mice groups 

after 4 weeks of treatment. C-D) Spleen weight and eight infiltration after 4 weeks of treatment. 
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E) 
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Mice treated with PaQ or TasQ show a longer survival compared with the control group. F) 

Volcano plot showing differential gene expression in B cells from PaQ versus vehicle using 

NanoString PanCancer Immune Profiling panel. G) Downregulated genes in PaQ-treated B 

cells relative to B cells from vehicle recipient mice belonging to the TNF-α via NF-κB from the 

MSig data base Hallmark genes. ****p<0.0001, ***p<0.001 **p<0.005, *p<0.05. 

Figure 6. Tasquinimod eliminates B-CLL cells in a patient-derived xenograft model. A) Clinical 

information of patient samples from the two donors used in this experiment.  B) 

Schematic representation of the experiment design, created with BioRender.com C-D) 

Representative spleen pictures and flow cytometry dop-plots after 3 weeks of treatment E-F) 

Spleen weight and absolute count of splenic B cells at week 3 post-treatment. ****p<0.0001, 

***p<0.001 (Paired t-test) 

 
Supplemental Figure 1. IFN-γ response pathway. A. Downregulated genes in S100-A9-/- B cells 

relative to B cells from NSG adoptive transfer Eµ-TCL1 mice belonging to the IFN-γ response 

pathway from the MSig database Hallmark genes. B) Downregulated genes in PaQ-treated B cells 

relative to B cells from vehicle recipient mice belonging to the IFN-γ response pathway from the 

MSig database Hallmark genes. 

 
Supplemental Figure 2. HDAC4 expression in CLL. B cells were isolated from two CLL patients 

and one HD. The Jurkat Cell line was used as s positive control. 



 

Table 1. Clinical and Molecular Characterization of patients with CLL. 

Patient Age Sex Binet stage LBC (cells/uL) IGHV 
status 

AID IGHV 
rearrangement 

Clinical disease 
status 

1 79 M A 31000 M (-) VH3-21*01 Indolent 

2 61 F A 42620 M (-) VH4-34*01 y *02 Indolent 

3 55 F A 22900 M (-) VH5-51*01 Indolent 

4 50 M A 40000 M (-) VH4-34*01 Indolent 

5 61 M A 42700 M (+) VH4-59*01 Indolent 

6 67 F A 21570 M (-) VH3-33*01 Indolent 

7 79 F A 22520 M (-) VH3-48*03 Indolent 

8 54 M B 30060 M (-) VH3-7*01 Indolent 

9 49 F A 57000 M (-) VH2-05*02 Indolent 

10 76 M A 28680 M (IgG) (-) VH4-34*02 Indolent 

11 71 M A 35700 UM (-) VH1-3*01 Indolent 

12 55 M A 14400 M (-) VH3-23*01 Indolent 

13 55 F A 16000 M (-) VH4-34*01 Indolent 

14 74 M A 16580 M (-) VH1-2*02 Indolent 

15 72 M A 22100 M (-) VH2-5*02 Indolent 

16 62 M C 170000 UM (-) VH1-18*01 Progressive 

17 63 M B 86000 UM (+) VH3-30*18 Progressive 

18 79 M C/IV 213300 M (+) VH3-48*04 Progressive 

19 52 M C 421000 UM (+) VH1-69*01 Progressive 

20 57 M B 59000 UM (+) VH3-74*01 Progressive 

21 69 M C 6816 UM (-) VH3-21*01 Progressive 

22 77 M B 137780 M (+) VH3-23*01 Progressive 

23 33 M C 400000 UM 
(IgG) 

(+) VH4-39 Progressive 

24 51 M C 120000 UM (-) VH1-69*12 Progressive 

25 74 M c 303000 UM (-) V4-39*01 Progressive 

26 63 F C 102400 UM (+) VH4-61*02 Progressive 

27 50 M C 143630 M (+) VH3-7*01 Progressive 

28 59 M C 85460 M (-) VH2-5 Progressive 

29 63 M IB 31980 UM (+) VH1-2*02 Progressive 

30 61 M C 215800 UM (+) VH1-69*13 Progressive 

AID, activation-induced cytidine deaminase; LBC, lymphocyte blood count; M, mutated; UM, unmutated. 
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