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APOPTOSIS EN LEUCEMIA LINFATICA CRONICA

MIRTA GIORDANO

Instituto de Investigaciones Hematoldgicas, Academia Nacional de Medicina, Buenos Aires

Resumen La leucemia linfatica cronica de células B (LLC-B) es la leucemia de mayor prevalencia en el he-
misferio occidental. Se caracteriza por la progresiva acumulacién de linfocitos B monoclonales CD5+,
con baja expresion de Ig en la superficie. La mayoria de las células LLC-B se encuentran arrestadas en la fase
G, del ciclo celular, por lo que su acumulacion in vivo se deberia a la inhibicion del proceso apoptotico. Esta
anomalia se ha relacionado a la sobreexpresion de la proteina anti-apoptética Bcl-2. Sin embargo, cuando se
cultivan in vitro las células LLC-B mueren por apoptosis espontdneamente lo que sugiere la existencia de fac-
tores que promueven la sobrevida in vivo. Los resultados presentados aqui demuestran que los leucocitos no-
malignos, en particular los monocitos y las células NK, son capaces de inhibir la apoptosis de las células LLC-
B, al menos en parte, a través de la produccion de factores solubles. Los anticuerpos neutralizantes dirigidos
contra interferén-y o IL-4 contrarrestan sélo parcialmente los efectos protectores de las células accesorias, lo
gue indica que no son éstas las citoquinas relevantes. El aumento en los niveles de apoptosis de las células
LLC-B no esta asociado a modificaciones en la expresion de Bcl-2, Fas o Fas ligando. Teniendo en cuenta que
la LLC-B se asocia a fenédmenos autoinmunes e infecciones recurrentes debido a hipogamaglobulinemia, seria
interesante buscar una correlacion entre la activacion de las respuestas inmunes y la progresion de la enfer-
medad.

Abstract Apoptosis in chronic lymphocytic leukemia. Chronic lymphocytic leukemia of B cells (B-CLL) is
the most prevalent leukemia in the Occidental Hemisphere. It is characterized by a progressive
accumulation of monoclonal CD5+ B lymphocytes, with low amounts of surface Ig. Most B-CLL cells are arrested
in the G, phase of the cell cycle; therefore their accumulation in vivo appears to result from the inhibition of
apoptosis which has been attributed to over-expression of the anti-apoptotic protein Bcl-2. When cultured in
vitro, spontaneous apoptosis occurs, suggesting the existence in vivo of survival-promoting factors. We here
show that non-malignant leukocytes, particularly monocytes and NK cells, are able to inhibit B-CLL cells apoptosis,
at least in part, through the release of soluble factors. Neutralizing antibodies directed to interferon-y or IL-4
only partially abolish the protecting effects of accesory cells suggesting that they are not the main cytokines
involved. Increased apoptosis of B-CLL cells is not associated with modifications in the expression of Bcl-2,
Fas or Fas ligand. Considering that B-CLL is associated to autoimmune phenomena and recurrent infections
due to hypogammaglobulinemia, it should be interesting to correlate the activation of immune responses with
disease progression.
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La leucemia linfética crénica de células B (LLC-B) es
la leucemia de mayor prevalencia en el hemisferio occi-
dental; comprende alrededor del 25% de las leucemias
que se diagnostican. Es una enfermedad que afecta a
personas mayores, con un pico de incidencia en el ran-
go que va de los 60 a los 70 afios y una incidencia mayor
en hombres que en mujeres, en una relacién aproxima-
da de 2:1. La expectativa de vida de los pacientes con
LLC-B al momento del diagndstico es muy variable y
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oscila entre aquellos que viven durante afios con una
enfermedad estable y sin medicacion a otros que mue-
ren a los pocos meses aun bajo tratamiento
quimioterapico. A pesar de la implementacién de nuevos
recursos terapelticos, no ha habido mejoras sustancia-
les en el tiempo de sobrevida de los pacientes en los
ultimos 40 afos.

La LLC-B se caracteriza por la progresiva acumula-
cién en la periferia de linfocitos morfol6gicamente madu-
ros que presentan un fenotipo caracterizado por la ex-
presién de antigenos pan-B como CD19 y CD20, junto
con otros antigenos que no se encuentran en la mayoria
de los linfocitos B circulantes como CD5 y CD23. Asimis-
mo, las células LLC-B expresan niveles muy bajos de Ig
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en la superficie que, generalmente, es de isotipo M, ha-
biendo en algunos casos co-expresion IgM/IgD2.

Esta leucemia se asocia con fenédmenos de naturale-
za autoinmune, en particular, con la produccién de
autoanticuerpos policlonales de isotipo 1IgG que estan
dirigidos contra antigenos de células hematopoyéticas,
fundamentalmente contra antigenos de los glébulos ro-
jos, responsables de la induccién de anemia hemolitica
autoinmune en un porcentaje importante de los pacien-
tes. Por otra parte, y en cierta forma paradéjicamente a
la produccién de autoanticuerpos, los pacientes con LLC-
B presentan hipogamaglobulinemia a medida que pro-
gresa la enfermedad, lo que provoca infecciones
bacterianas recurrentes, constituyendo una de las prin-
cipales causas de morbi/mortalidad en los enfermos? 3.

Las células LLC-B son esencialmente no proliferantes;
mas del 99% se encuentran en la fase G del ciclo celu-
lar, por lo que su lenta acumulacién en la periferia se
atribuye a defectos en la apoptosis o muerte celular pro-
gramada. Se ha intentado asociar estas anomalias en el
proceso apoptotico con la sobreexpresién de la proteina
anti-apoptética Bcl-2 que es un rasgo caracteristico de
las células LLC-B*. La proteina Bcl-2 es una de varias
proteinas pertenecientes a una misma familia que jue-
gan un papel fundamental en la regulacion de la apoptosis
celular. El clon leucémico de muchos pacientes con LLC-
B expresa, no sélo Bcl-2 sino ademés otros miembros
de esta familia, como por ejemplo Mcl-1y BAG, que pre-
sentan actividad anti-apoptética, y Bax, capaz de pro-
mover la apoptosis celular®. Aun cuando existen discre-
pancias entre los grupos de trabajo no se ha podido
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correlacionar inequivocamente mayor expresion de Bcl-
2 en LLC-B con un estadio més avanzado de la enferme-
dad. En cambio, pareceria que existe una asociacion
entre una mayor relacion Bcl-2:Bax con resistencia al tra-
tamiento y progresion de la leucemia®.

A pesar de su resistencia a morir por apoptosis in vivo,
cuando se las cultiva in vitro, las células LLC-B mueren
por apoptosis con relativa facilidad, lo que sugiere la exis-
tencia de factores del microambiente in vivo que regulan
la sobrevida de las células leucémicas®. Estas sefiales
moduladoras de la apoptosis celular provendrian esen-
cialmente de los leucocitos que acompafian a las células
LLC-B en la circulacion, es decir de los monocitos, los
linfocitos T y las células NK. Numerosos estudios han
demostrado diversas anomalias, tanto en la distribucion
como en el fenotipo y funcionalidad de estas poblacio-
nes leucocitarias en LLC-B. Asi por ejemplo, los
monocitos presentan una mayor expresion de antigenos
de activacién como moléculas de histocompatibilidad de
clase Il, receptores para el complemento (CR3) y recep-
tores para el fragmento Fc de la IgG (RFcy)®. Las células
NK suelen presentar una capacidad citotdxica disminui-
da’. En cuanto a los linfocitos T, si bien su porcentaje
esta disminuido debido a la expansion del clon leucémico,
en muchos pacientes se observa un aumento en su nu-
mero absoluto’. Ademas, se ha encontrado una altera-
cion en la relacion de las subpoblaciones T CD4+/CD8+,
por un aumento de las células CD8+ que se ha adjudica-
do a cambios en la distribucion de las poblaciones T,
con prevalencia de las CD4+ en médula 6sea y en los
ganglios comprometidos®. Cabe destacar, asimismo, que

TABLA 1.- Proporcién de los leucocitos accesorios no-malignos en la sangre periférica de los pacientes

estudiados
Paciente Estadio  Leucocitos/mm3 % de leucocitos no-malignos
RAI Monocitos Células NK Linf. T CD4+ Linf. T CD8+ Linf. B CD5-
M.N. 0 11500 3.0 2.0 16.0 6.0 0.4
J.T. 0 11700 5.5 11.0 15.0 28.0 0.9
O.V. 0 11000 4.0 3.6 18.0 3.0 6.0
M.R. 0 11200 1.2 21.0 5.3 3.1 0.4
J.S. 0 17 400 2.7 3.0 12.5 4.7 0.8
N.D. 0 17100 1.2 2.0 3.1 2.0 0.5
A.P. 0 17500 4.0 5.0 5.0 9.5 3.2
M.S. 0 30400 3.1 4.3 7.1 2.9 0.4
J.N. | 20000 2.1 2.3 5.3 5.0 1.3
AT. 1l 16 200 2.5 2.5 1.8 5.0 1.2
A.D. 1l 25500 3.2 4.8 7.5 4.7 2.1
P.l. 1 33500 10.0 10.9 14.0 9.0 0.9
R.I. Il 38600 0.7 1.3 1.8 35 0.6
E.V. 1l 46 400 3.0 4.6 5.4 2.6 0.8
M.V. 1l 91 000 2.3 3.6 3.7 1.7 1.5
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existe en una gran proporcion de los enfermos expan-
sién oligoclonal tanto en las poblaciones T CD4+ como
en las CD8+°. Trabajos recientes han demostrado que
los linfocitos T de los pacientes tienden a producir un
patron de citoquinas preferentemente del perfil TH2, con
predominio de la secrecién de 1L-4%°.

Se considera que las células del clon leucémico no
son ajenas a estas anormalidades. De hecho, las célu-
las LLC-B constituyen la mayor proporcion de los
leucocitos circulantes, expresan moléculas capaces de
reconocer ligandos especificos sobre la membrana de
los linfocitos T, de los monocitos y de las células NK,
poseen receptores para diversas citoquinas, como IL-2,
IL-4 e interferon y y, ademds, ellas mismas secretan
citoquinas que pueden afectarlas de manera autdcrina o
afectar a otros leucocitos® 7. En resumen, existiria una
activa interaccion de las células LLC-B con los leucocitos
no-malignos accesorios a través de factores solubles y/o
de contacto célula a célula.

El objetivo de nuestro estudio fue investigar el papel
de los leucocitos accesorios en la sobrevida de las célu-
las LLC-B. A tal fin utilizamos un sistema de cultivo in
vitro prolongado en ausencia de estimulos exdgenos.
Brevemente, se obtuvieron células mononucleares de
sangre periférica de los pacientes por centrifugacion en
gradientes de densidad y luego se purificaron las células
leucémicas mediante la deplecién de los leucocitos no-
malignos con anticuerpos monoclonales especificos para
monocitos (anti-CD14), células NK (anti-CD56) y linfocitos
T (anti-CD3) junto con perlitas magnéticas (dynabeads).
Por esta metodologia es posible obtener poblaciones de
células LLC-B altamente purificadas (> 98%). A conti-
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nuacion, las células leucémicas puras o acompafadas
por los leucocitos no-malignos se resuspendieron en
medio RPMI suplementado con 10% de suero fetal bovi-
no y antibidtico a una concentracion de 2 x 10° células/
ml y se cultivaron en microplacas de 96 pocillos en una
estufa gaseada con 5% de CO, a 37°C. Diariamente, se
cuantificaron los niveles de apoptosis mediante dos
metodologias: microscopia de fluorescencia con el colo-
rante naranja de acridina y bromuro de etidio y citometria
de flujo, midiendo el pico de ADN hipodiploide con ioduro
de propidio™.

La mayoria de los pacientes analizados se encontra-
ban en los estadios més tempranos de la enfermedad y
no habian recibido tratamiento hasta el momento del
estudio. Como se observa en la Tabla 1, resulta evidente
la heterogeneidad en las poblaciones de leucocitos ac-
cesorios entre los distintos pacientes. A pesar de esta
heterogeneidad nosotros encontramos, en todos los ca-
sos estudiados, que las células leucémicas mueren por
apoptosis mucho antes cuando se cultivan puras que
cuando estan acompafadas de células accesorias (Fi-
gura 1). Este aumento en los niveles de apoptosis de las
células LLC-B en cultivo no correlaciona con una dismi-
nucién en la expresion de Bcl-2, ni con el aumento en la
expresion de las proteinas del sistema Fas/Fas ligando
(datos no mostrados).

Para determinar si la accion anti-apoptética ejercida
por las células accesorias podia atribuirse a la secrecién
de uno o mas factores solubles o, si se requiere contacto
celular, se llevaron a cabo cultivos en camaritas espe-
ciales (transwells) donde las células leucémicas puras
se encuentran separadas de las mononucleares totales
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Fig. 1.- Aumento de la sobrevida de células LLC-B en cultivo debido a la presencia de leucocitos accesorios. Las células
leucémicas acompafiadas de leucocitos accesorios (CMT) o puras (LLC-B) se cultivaron in vitro a una concentracién de
3 x 10%/ml en medio RPMI suplementado con suero bovino fetal. Se muestran los porcentajes de apoptosis (media + ES)
de 15 pacientes y las cinéticas de sobrevida de dos ejemplos representativos. *p<0,01.
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Fig. 2.- Participacion de factores solubles en la inhibicién de
la apoptosis de células LLC-B por leucocitos accesorios.
Las células leucémicas purificadas se co-cultivaron en
Transwells con CMT (barra blanca) o LLC-B (barra gris),
midiéndose los niveles de apoptosis de las mismas a dis-
tintos dias de cultivo. Se muestran los resultados obteni-
dos en 6 pacientes con cinéticas de sobrevida diferentes.

mediante una membrana que permite el pasaje de
macromoléculas pero no de células. Como se observa
en la Figura 2, los niveles de apoptosis de las células
LLC-B puras son mucho menores cuando se co-cultivan
con leucocitos no-malignos; lo que indicaria que las cé-
lulas accesorias prolongan la sobrevida de las células
leucémicas, al menos parcialmente, a través de la se-
crecion de uno o mas factores solubles anti-apoptéticos.
En un intento por identificar estos factores, llevamos a
cabo cultivos en presencia de anticuerpos neutralizantes
contra las dos citoquinas que en la bibliografia muestran
los efectos anti-apoptoticos mas claros: IL-4 e IFNy® 711,
Los resultados encontrados fueron heterégeneos. Sibien
en la mayoria de los pacientes estudiados la presencia
de estos anticuerpos en el cultivo de las células
mononucleares totales aumenta los niveles de apoptosis,
no se logra bloquear completamente la actividad anti-
apoptética de los leucocitos accesorios, lo que indicaria
que tanto IL-4 como el IFNy son s6lo parcialmente res-
ponsables del aumento en la sobrevida de las células
LLC-B. Existirian, por tanto, otros factores solubles o no
gue participan en el efecto anti-apoptético de los
leucocitos accesorios.

Se hicieron, a continuacion, depleciones parciales de
cada una de la poblaciones de leucocitos no-malignos
con el objeto de determinar si alguna de ellas jugaba un
papel preponderante en los efectos reguladores de la
apoptosis observados. Efectivamente, se encontré que
los monocitos, y en menor medida las células NK, son
los responsables de prolongar la sobrevida de las célu-
las LLC-B. Los linfocitos T, por el contrario, no protegen
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de la apoptosis a las células leucémicas (% de apoptosis
en células mononucleares totales (CMT): 34 £ 5; en cé-
lulas depletadas de monocitos (CD14): 69 + 2; en célu-
las depletadas de NK (CD56): 48 + 3 y en células
depletadas de linfocitos T (CD3): 29 + 4 , media + ES,
n=7, p<0.01 CMT vs CD14 y CMT vs CD56).

Cuando los monocitos y las células NK son activadas
por ciertos estimulos son capaces de liberar al medio
citoquinas que, en nuestro caso, podrian ser responsables
de la inhibicién de la apoptosis de las células leucémicas.
Nosotros habiamos demostrado previamente que la acti-
vacion de monocitos y células NK con distinto tipo de com-
plejos inmunes inhibe, no sélo la apoptosis espontanea de
células LLC-B, sino también la inducida por agentes
quimioterapeduticos como fludarabina, clorambucilo y
glucocorticoides™. Los resultados descriptos aqui extien-
den los hallazgos anteriores y sefialan a estas poblaciones
celulares como importantes reguladores de la sobrevida de
las células malignas en LLC-B.

Entre las enfermedades oncohematoldgicas, la LLC-
B es el ejemplo més tipico de patologia originada en de-
fectos a nivel del proceso apoptético. Sin embargo, no
ha sido posible hasta el momento encontrar una altera-
cién molecular comun a todos los pacientes que demues-
tre, en forma inequivoca, ser la responsable de prolon-
gar la sobrevida de las células LLC-B en circulacién.
Nuestras evidencias experimentales sugieren que los
factores del microambiente celular, en particular aque-
llas sefiales inducidas por los leucocitos accesorios no-
malignos, podrian jugar un papel importante como regu-
ladores de la sobrevida de las células leucémicas. Seria
por lo tanto de interés tratar de correlacionar el estado
general del paciente, por ejemplo si esta cursando una
infeccion y cudl es el patégeno responsable o si presen-
ta alguna manifestacion autoinmune, con la progresion
de la leucemia.
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La emocion placentera asociada al acto de descubrir es tan grande, que se comprende perfecta-
mente aquella sublime locura de Arquimedes, de quien cuentan los historiadores que, fuera de si por
la resolucion de un problema profundamente meditado, salié casi desnudo de su casa lanzando el

famoso Eureka: “ijLo he encontrado!”

Santiago Ramoén y Cajal (1852-1934)
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