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Resumen La leucemia linfatica crénica (LLC) se asocia frecuentemente con anemia hemolitica autoinmune
(AHA), pero los mecanismos responsables no se han dilucidado todavia. En la AHA los
autoanticuerpos estan dirigidos mayormente contra las proteinas del eritrocito banda 3 (B3), complejo Rh o
glicoforinas. Nosotros investigamos la posibilidad de que las células LLC inicien la respuesta autoinmune ac-
tuando como células presentadoras de la proteina B3 a linfocitos T autorreactivos en el contexto de una co-
estimulacion apropiada. En primer lugar, demostramos que las células LLC son capaces de unir e incorporar
B3, pero no proteinas irrelevantes. El sitio de unién a B3 en las células leucémicas es sensible a la digestion
por proteasas y neuraminidasa lo que sugiere que se trataria de una glicoproteina de membrana. Cuando las
células LLC se ensayaron como células presentadoras de B3, encontramos que eran incapaces de inducir pro-
liferacion T a menos que se activaran a través de CD40. En estas condiciones, las células LLC pulsadas con
B3 lograron estimular las respuestas T especificas en alrededor del 50% de las muestras evaluadas. Nuestros
resultados muestran que las células LLC pueden unir y capturar en forma especifica B3 y, luego de ser activa-
das, pueden inducir la proliferacion de linfocitos T autorreactivos. Proponemos que el clon leucémico iniciaria la
respuesta autoagresiva contra los glébulos rojos actuando como una poblacién de células presentadoras del
antigeno B3.
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Abstract Association between chronic lymphocytic leukemia and autoimmune hemolytic anemia. The
mechanisms underlying the frequent association between chronic lymphocytic leukemia (CLL) and
autoimmune hemolytic anemia (AHA) remain ill-defined. In AHA autoantibodies are mostly directed to the eryth-
rocyte proteins band 3 (B3), Rh complex or glycophorins. We explored the possibility that CLL cells could initi-
ate the autoimmune response by presenting B3 to T cells in the context of appropriate costimulation. We first
demonstrated that CLL cells are capable to bind and subsequently take up B3, but not other irrelevant proteins.
The binding site for B3 in CLL cells is sensitive to protease and neuraminidase activity suggesting the involve-
ment of a membrane glycoprotein. When CLL cells were used as antigen presenting cells for B3 we found that
they were unable to induce T cell proliferation unless they were activated by CD40 engagement. Under these
conditions, B3-pulsed CLL cells became capable of stimulating specific T cell responses in about 50% of the
samples studied. Our results show that CLL cells can specifically bind and capture B3 and, after being acti-
vated, they can induce T cell proliferation. We propose that the leukemic clone could initiate the autoaggressive
response to erythrocytes by acting as a population of B3-antigen presenting cells.
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Los desérdenes autoinmunes provocados por
autoanticuerpos son frecuentes en los pacientes con
leucemia linfatica cronica (LLC)* 2. En particular, un por-
centaje importante desarrolla anemia hemolitica autoin-
mune (AHA) durante el transcurso de la leucemia, sien-
do los principales factores de riesgo el estadio avanzado
de la enfermedad y los tratamientos quimioterapicos con
nucledsidos de adenosina?. Los autoanticuerpos respon-
sables de inducir la AHA en LLC son, en la mayoria de
los casos, policlonales y de isotipo 1gG, lo que indica que
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son secretados por plasmocitos diferenciados a partir de
linfocitos B no malignos y con la colaboracion de linfocitos
T CD4**2, Es decir que aun cuando las células leucémicas
LLC pueden secretar inmunoglobulinas al ser activadas
in vitro, se acepta que no son ellas la fuente de los
anticuerpos patogénicos. En cambio, la respuesta autoin-
mune se iniciaria cuando los antigenos eritrocitarios son
presentados, en forma adecuada, a linfocitos T autorreac-
tivos que se expanden clonalmente y colaboran con
linfocitos B especificos para los citados autoantigenos.
La presencia de linfocitos B y T autorreactivos contra
antigenos eritrocitarios no implica necesariamente en-
fermedad ya que existen distintos mecanismos de tole-
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rancia periférica para controlar su expansién, como por
ejemplo la presencia de linfocitos T regulatorios natura-
les (CD4* CD25*) que cumplen una funcién supresora
de la respuesta autoinmune®.

Los mecanismos responsables de la asociacion entre
AHA'y LLC no han sido dilucidados hasta el momento. El
modelo mas aceptado propone que la aparicion del fe-
ndémeno autoinmune seria consecuencia de lainmunode-
ficiencia caracteristica de la LLC. De hecho, estos pa-
cientes presentan hipogamaglobulinemia, escasa o nula
respuesta frente a la inmunizacién con neoantigenos,
reversion en la relaciéon entre linfocitos T CD4* y CD8*,
deficiente respuesta de células NK, entre otros defectos
inmunes* ®. Como se sefialara anteriormente, el trata-
miento quimioterapedutico de los pacientes con analogos
de nucledsidos, como la fludarabina, favorece la apari-
cién o agravamiento de la AHA?. Teniendo en cuenta que
la fludarabina es un potente inmunosupresor que no sélo
afecta a las células LLC sino también a los linfocitos T,
se atribuye la mayor incidencia de AHA post-fludarabina
a la eliminacion preferencial de las células T regulatorias.
En este sentido, Beyer y col® han reportado que la
fludarabina disminuye la frecuencia y actividad de los
linfocitos T CD4* CD25" en pacientes LLC. Este modelo
que adjudica a la inmunosupresion tipica de la LLC un
papel preponderante en la induccion de la AHA deja, sin
embargo, una pregunta clave sin responder: ¢ Por qué
se inducen autoanticuerpos contra antigenos eritrocitarios
y no contra otros blancos antigénicos? Para intentar res-
ponder a esta pregunta es necesario tener en cuenta que
los glébulos rojos se destruyen normalmente en el bazo
dando lugar a altas concentraciones de proteinas
eritrocitarias que podrian ser capturadas, procesadas y
presentadas a linfocitos T autorreactivos, no so6lo por
células presentadoras de antigeno tradicionales (dendri-
ticas, macréfagos, monocitos) sino también por células
LLC. La posibilidad de que las células LLC presenten
antigenos eritrocitarios fue explorada por Hall y col’, quie-
nes encontraron que efectivamente estas células leucémi-
cas son capaces de activar linfocitos T especificos para
el antigeno Rh. Sin embargo, dado que los linfocitos B
no son eficientes para capturar antigenos del entorno
por endocitosis en fase fluida, es dificil entender de qué
manera las células LLC podrian capturar e incorporar al
antigeno Rh para iniciar el proceso autoinmune.

En relacién a las proteinas eritrocitarias que actian
como blancos antigénicos en AHA, se han identificado al
menos tres que son reconocidas por los autoanticuerpos:
B3, complejo Rh y glicoforinas® °. Mediante ensayos en
los que la IgG patogénica se hace reaccionar con
eritrocitos marcados radiactivamente para luego solubili-
zar las membranas y analizar los productos por SDS-
PAGE y autorradiografia, se encontré reactividad contra
B3, sola 0 en combinacidon con las otras dos en el 80%
de las muestras estudiadas®. B3 es el intercambiador
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anidnico CI/HCO3  y cumple importantes funciones es-
tructurales, siendo la proteina de membrana mas abun-
dante en el eritrocito'°.

Teniendo en cuenta que B3 es el blanco antigénico
prevalente en AHA, el objetivo de nuestro trabajo fue in-
vestigar el papel de esta proteina en el desarrollo de la
AHA en pacientes con LLC. A tal fin purificamos B3 a
partir de eritrocitos de distintos dadores sanos mediante
una modificacion del método de Casey™ y determina-
mos, en primer lugar, si las células LLC son capaces de
unir esta proteina ya que, como se mencionara anterior-
mente para el Rh, los linfocitos B sélo funcionan como
células presentadoras de antigeno eficientes cuando pue-
den concentrar la proteina antigénica en la membrana a
través de receptores especificos. Mediante el empleo de
B3 biotinilada y andlisis por citometria de flujo encontra-
mos que las células LLC, pero no los linfocitos T ni las
células NK, son capaces de unir B3 (Fig. 1). Como pro-
teinas controles de pegado inespecifico se utilizaron
espectrina y albimina biotiniladas, no encontrandose
unién de ninguna de ambas a las células LLC (datos no
mostrados). Dado que la unién de B3 a las células LLC
muestra evidencia de saturabilidad a concentraciones
mayores de 20 pg/mly pudo ser parcialmente desplaza-
da por un exceso de proteina no marcada, es posible
concluir que se trata de una union especifica. Con el ob-
jetivo de caracterizar el sitio de unién de B3 a las células
LLC se trataron las mismas con proteasas, observando-
se una marcada inhibicién de la capacidad de union, lo
gue sugiere la participacion de proteinas de la membra-
na. Teniendo en cuenta que el tratamiento con neuramini-
dasa también redujo la capacidad de union de B3 a las
células LLC es posible concluir que la(s) proteina(s)
involucradas estan sialidadas (datos no mostrados). Por
otra parte, se evaluo si las células LLC son capaces de
incorporar B3 una vez que ésta se encuentra unida a la
membrana. Para ello se realizaron ensayos de endoci-
tosis que permitieron concluir que las células leucémicas
incorporan la proteina, lo que resulta imprescindible para
Su posterior procesamiento y presentacion. Cabe men-
cionar que la capacidad de unién de B3 fue ensayada
también en células mononucleares periféricas de dado-
res no leucémicos, encontrandose que los monocitos y
los linfocitos B unen B3, no asi los linfocitos T ni las célu-
las NK. En resumen, nuestros resultados demuestran que
uno de las principales blancos antigénicos en AHA, la
proteina eritrocitaria B3, puede ser reconocida especifica-
mente y capturada por células LLC, monocitos y linfocitos
B circulantes.

El evento clave para el inicio de un proceso autoin-
mune como la AHA consiste en la activacion de linfocitos
T autorreactivos que seran los que estimulen a los
linfocitos B especificos para diferenciarlos en células
plasmaticas productoras de los anticuerpos patogénicos.
Por lo tanto resulta imprescindible demostrar la existen-
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Fig. 1.— Union de la proteina B3 a las células LLC. Se marcaron células mononucleares
de sangre periférica de muestras de pacientes LLC con B3 biotinilada y anticuerpos
anti-CD3 PE y anti-CD56 PerCP. La unién de B3 biotinilada se evidenci6 utilizando
estreptavidina-FITC. Las células se analizaron por citometria de flujo. Se muestra
gréaficos de dot plot representativos de 25 muestras analizadas. (A) células sin B3
biotinilada expuestas a estreptavidina-FITC por 30 minutos en frio, (B y C) células
incubadas con 5 pg/ml de B3 biotinilada durante 30 minutos en frio, lavadas 3 ve-
ces con solucion fisiologica y expuestas a estreptavidina-FITC.

cia de clones autorreactivos contra B3 en el repertorio
de linfocitos T normales. Con este objetivo realizamos
cultivos celulares de células mononucleares periféricas
de dadores normales y encontramos respuestas prolife-
rativas significativas para un autoantigeno (indice de
estimulacién mayor a 2) en aproximadamente la mitad
de los casos (datos no mostrados). Teniendo en cuenta
la existencia de clones T autorreactivos para B3 y la ca-
pacidad de unién y endocitosis para esta proteina que
presentan las células LLC, una explicacion posible para
la asociacion entre AHA y LLC seria que las células
leucémicas actian como presentadoras aberrantes de
B3. Sin embargo, se sabe que las células LLC son
ineficientes como células presentadoras de antigeno
debido a que expresan bajo niveles de moléculas co-
estimulatorias®?. En distintos sistemas antigeno especifi-
cos se ha logrado revertir esta baja respuesta mediante
la estimulacion de las células LLC a través de CD40%.
Tomando estos datos en consideracion, se cultivaron cé-
lulas LLC sobre fibroblastos transfectados con CDA40 li-
gando (CD40L) y se usaron como presentadoras de B3
a linfocitos T autélogos. Encontramos que las células LLC
estimuladas, que expresan altos niveles de CD80y CD86
(datos no mostrados), pudieron inducir la proliferaciéon
de linfocitos T especificos para B3 en aproximadamente
la mitad de las muestras ensayadas (Fig. 2).
Considerados en conjunto, nuestros resultados sugie-
ren que, bajo condiciones apropiadas, las células LLC
pueden funcionar como presentadoras de la proteina B3
induciendo la proliferacion de linfocitos T autorreactivos.
Es interesante destacar que los pacientes con LLC sue-
len presentar esplenomegalia por infiltracién leucé-mica
a medida que progresa la enfermedad y que dicha infil-

indice de estimulacion

1 2 3 4 65 6 7 8 9

muestras LLC

10 11

Fig. 2.— Proliferacion de linfocitos T inducida por células LLC
pulsadas con B3. Se purificaron células LLC de sangre
periférica por centrifugacién en Ficoll-Triyosom y poste-
rior deplecion de los leucocitos T, NK y monocitos utili-
zando anticuerpos monoclonales especificos y perlas
magnéticas. Las células LLC se estimularon incubando-
las 18 h sobre fibroblastos transfectados con CD40 ligan-
do. Finalmente las células LLC se pulsaron durante 18 h
con B3 (10 pg/ml), se trataron con mitomicina C para in-
hibir la proliferacion y se usaron como células presenta-
doras del antigeno B3. Los linfocitos T aut6logos se puri-
ficaron por separacion magnética y se co-cultivaron du-
rante 7 dias con las células LLC pulsadas o no con B3.
Se evalué la incorporacion de 3H-timidina durante las Gl-
timas 18 h de cultivo. Los resultados se expresan como
indice de estimulacién que se calcula como la razén en-
tre las cpm de los cultivos en presencia de las células LLC
pulsadas con B3 y las cpm de los cultivos controles. Va-
lores superiores a 2 se consideran respuesta positiva (li-
nea de puntos). La incorporacion basal fue de 1000-5000
cpm (linea llena).
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tracion precede frecuentemente la aparicion de la AHA .
Dado que el bazo es el sitio fisioldgico de destruccion de
los eritrocitos, las células LLC infiltrantes se veran ex-
puestas a altas concentraciones de proteinas eritrocitarias
como B3. Nosotros proponemos un modelo en el cual
las células LLC estimuladas en el tejido esplénico por
interaccion con células estromales, mieloi-des y linfocitos
T CD40L** capturan y procesan B3 para luego activar
linfocitos T autorreactivos. Es posible que la maquinaria
de procesamiento de las células LLC permita la presen-
tacion de péptidos cripticos de la proteina, diferentes a
los que son presentados por los monocitos, células
dendriticas y demas poblaciones presentadoras de
antigeno convencionales. Queda por determinar cudles
son los epitopes dominantes para los linfocitos T que res-
ponden a B3 y si estas poblaciones se encuentran ex-
pandidas en los pacientes LLC con AHA.

Teniendo en cuenta que la AHA es una de las princi-
pales causas de morbi/mortalidad en los pacientes LLC,
consideramos que es de fundamental importancia clarifi-
car el proceso patogénico. Conocer de qué manera se
inicia y como se desarrollan las primeras etapas de este
proceso posibilitaria el desarrollo de estrategias terapéu-
ticas superadoras del tratamiento clasico con glucocor-
ticoides que, si bien es efectivo en la mayoria de los ca-
sos para controlar la hemdlisis, profundiza la inmunosu-
presion caracteristica de la LLC.
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La juventud debe tener ideales elevados y pensar en alcan-
zar grandes cosas, porque si la vida rebaja siempre y no se logra
sino una parte de lo que se ansia, sofiando muy alto alcanzareis
mucho mas. Las conquistas del presente son suefios juveniles
realizados y que alguna vez se tuvieron por imposibles.

Bernardo A. Houssay (1887-1971)



