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1. LA LEUCEMIA LINFÁTICA CRÓNICA

1.1. Introducción

La leucemia linfática crónica (LLC), descritaen la décadade los sesentacomo

una enfermedaden la que se produceun acúmulode linfocitos, aparentemente

maduros e inmunológicarnente incompetentes, es la leucemia de mayor incidencia

en los paises occidentales. Cerca del 99%de lasLLC sondel tipo celularE (LIC-E) y

alrededordel 1% del tipo celularT (LLC-T). La edadde apariciónoscilaentrelos 60

y 80 añosy los casosde LLC enpersonasconmenosdecuarentaañossonmuy raros

(Montserrat y col., 1991). Es más frecuente en varones, siendo la relación

varón/mujer igual a 1.5. La etiología es desconocida, aunque se postulan factores

hereditarios, genéticos e inmunológicos (Montserrat, 1992). El diagnóstico de la

LIC-E se basa en estudios de laboratorio que incluyen fundamentalmente un

hemograma -con atención a la morfología de los linfocitos-, una biopsia de médula

ósea, y un mínimo de marcadores celulares que establezcan que la naturaleza de las

células sea E y que muestren un fenotipo característico de la enfermedad.

La LLC-B está incluida en la clasificación de las enfermedades

linfoproliferativas crónicas de células E. Estas son entidades hematológicas

heterogéneas, desde el punto de vista morfológico, inmunológico y clínico. A este

grupo pertenecen la LLC-B, la leucemia prolinfocítica E (LPL-B), la LLC-LPL, el linfoma

esplénico con linfocitos vellosos, la leucemia de células peludas (LCP), la LCP

variante, el linfoma de células del manto, el linfoma folicular de célula hendida

pequeña en fase leucémica, y las proliferaciones de linfocitos E pequeños de tipo no

específico. La LLC-E debe ser diferenciada de estas entidades, y también de las

neoplasias de la célula T madura, mucho menos frecuentes en nuestro medio que

los procesosneoplásicosde célulasE y que se han clasificadoen cuatro tipos

principales: la LLC-T, la leucemia prolinfocítica 1 (LPL-T), el línfoma-leucemia de

célulasT del adultoy el síndromede Sézary(Gale y Foon, 1987; Litz y Erunning,

1993; Dighiero, 1993; Rosenberg,1994; Harris y col., 1994).

El Grupo Internacional de Estudio de la LLC (IWCLL, del inglés “International

Workshop on Chronic Lymphocytic Leukemia”) y “Ihe National Cancer Institute-

Sponsored Working Group” propusieron en 1989 unas guías similares para el
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diagnósticode la LLC (Montserrat,1992). Éstassonen esencialas siguientes:a)

linfocitosis en sangreperiféricasuperiora 5x109/l, mantenidaduranteal menos

cuatrosemanas;b) morfologíade linfocitos maduros,conno másdel 55%decélulas

linfoides inmaduras o atípicas; c) fenotipo compatible con LLC: expresión de

cadenas kappa (ic> o lambda (X>, presencia débil de inmunoglobulina de superficie y

positividadparael antígenoCD5; d) afectaciónde la médulaóseacon infiltración.

demásdel 30%de linfocitos.

Las manifestacionesclínicas y el cursode la enfermedadvaría de unos

pacientesa otros (Dighíeroy col., 1991; Montserrat,1992).Alrededorde un 20%

estánasintomáticosal diagnóstico,detectándosela LLC porel hallazgode linfocitosis

absolutaen un hemogramade rutina, o por la presenciade adenopatíasno

dolorosas.Las adenopatíassedesarrollanenmásdel 90%de los pacientesy pueden

afectara cualquier región ganglionar.A lo largo de la evolución, el acúmulode

adenomegalias puede dar lugar a compresiones de partes blandas. Asimismo, la

LLC-E puede afectar a órganos extrahematopoyéticos. Otro tipo de manifestaciones

son las derivadas del fracaso hemopoyético. Pese a la precocidad de la infiltración

medular, los síntomas derivados de la misma -la anemia, neutropenia y

trombocitopenia- suelen ser tardíos en la evolución del proceso, hasta el punto que

se consideran datos de enfermedad evolucionada (Montserrat, 1992). Sin embargo,

pueden ser más precoces las citopenias -anemia y/o trombocitopenia- de origen

autoinmune. Estas citopenias aparecen entre el 5 y el 20% de los casosencualquier

fase de la evolución, incluso como manifestación inicial, y no implican el pronóstico

ominoso de las citopenias por mieloptisis.

Las alteraciones en la inmunidad humoral y celular tienen un claro

protagonismo en la mayor incidencia de episodios infecciosos en estos pacientes, y

posiblementeen que la incidencia de neoplasiasen las personascon LLC sea

superior a la de la población general (Montserrat, 1992). Las complicaciones

infecciosas son la causa de muerte en gran parte de los pacientes con LLC-B

(Catovsky y Foa, í99Ob). En un 5%de los casos apareceun componentemonoclonal,

generalmente constituido por inmunoglobulina M.

En la evolución de la LLC-B puede ocurrir la transformación de la célula B

leucémica (Montserrat, 1992). La forma más habitual es la transformación

prolinfocitoide (en la que en sangreperiféricacoexistenlinfocitos maduroscon

hasta un 55% de prolinfocitos), y el síndrome de Richter (linfoma de células

grandes), éste con una incidencia aproximada del 5%(Lía y Erunning, 1993; Harris

y col., 1994; OBrien y col., 1995). A diferenciade lo que ocurre en la leucemia

mieloide crónica, es excepcional que la LLC evolucione a leucemia aguda (Dighiero y

col., 1991; Montserrat, 1992).
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1.2. Inmunobiología de la LLC-B

La mayoríade las célulasde la LLC-B expresanun númerode antígenosde

superficiecelularrestringidosa la líneaE (Burrowsy col., 1993),así comogenesde

inmunoglobulinasreordenadosclonalmente(Freedman,1990).Los linfocitos E de la

LLC-B presentanlos siguientesantígenosde membrana:

Inmunoglobulinas de superficie

La mayoría expresan lgM (pj y, con frecuencia, IgM e lgD (¡+S) (Dighiero,

1992). La intensidadde expresiónde la inmunoglobulinade superficieesmucho

másdébil que en el linfocito E normal(Brouet y Seligmann,1977; Batatay Shen,

1992). Asimismo se objetiva, en la superficie celular, la presenciade la cadena
ligera K o 2., pero no de ambas, lo que apoya la clonalidad del proceso. Esta

clonalidadpuededemostrarsemediantelos estudioscon la enzima glucosa-6-

fosfato-deshidrogenasa (Solanki y col., 1982), y actualmente, mediante el análisis

del ADN, que muestra el reordenamiento de los genes de las cadenas pesadas y

ligeras de las inmunoglobulinas. Los linfocitos, en una minoría -alrededor del 5%-

de los casos de LLC-B, muestran igualmente reordenamiento del gen de la cadena

beta del receptor de la célula 1 pero, al contrario de lo que sucede en células T

normales y malignas, e] gen de la cadena gammadel receptor celular 1 no está

reordenado.

Receptorespara hematíes de ratón

Constituyen un marcadorde célulasE inmaduras. Esto ha sido considerado
por muchos autores como el mejor marcador diagnóstico de la LLC-B (Hokland y col.,

1992), de hecho, los linfocitos E de sangre normal no forman rosetas con estos

hematíes (Eatata y Shen, 1992).
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Receptores para el C’3d y para la fracción Fc de la
IgG

La mayoría de los linfocitos E normales forman rosetascon hematíes

rodeadoscon los componentesdel sistemacomplementoC’3b (CR1)y CSd(CR2);

sin embargo,lascélulasde la LLC-B sólo lo hacenconel CR2. Los linfocitos de la LLC-

E presentanreceptoresparala fracciónconstantedela inmunoglobulinaG (Fc de la

IgG) (Dighiero, 1992; Montserrat,1992).

Antígenos celulares “Pan B”

Las células de la LLC-B expresanlos antígenosdel complejo mayor de

histocompatibilidadde claseII, DR o DO, pero son heterogéneasen cuantoa la

manifestacióndel antígenoDQ. Expresantambiénlos antígenosCD19, CD2O, CD21,

CD24 y CD4O. La presenciadeestosantígenos,si bienescaracterísticade la estirpe

celular E, no diferenciaa la LLC-B de otras neoplasiasde estirpeE (Galey Foon,

1987; Cheson, 1991; Dighiero, 1992; Montserrat,1992; Litz y Brunning, 1993;

Kipps, 1995; Rozmany Montserrat,1995)(Tabla 1).

CDS

La expresión del antígeno CUS es un dato característico,único por su

consistenciaenel diagnósticode la LLC-E. Másdel 90%de los casosde las LLC-E son

CDS positivos(¾y no estáclaroque los casosCDS negativos(-) debanserincluidas

bajo el epígrafede LLC-E (Juliussony Gahrton,1993).Esteantígenono lo expresan

los linfocitos de la leucemiade células peludas o tricoleucemia, pero sí los

prolinfocitos de las LLC-B y los de las leucemiasprolinfocíticasE (LPL-E). Se asociaa

la célula T, presentándose tanto en linfocitos T maduros como inmaduros e

identifica también a una subpoblación de células E normales. Además de

encontrarse en un pequeño porcentaje en la periferia de los centros germinales de

los ganglioslinfáticos en el adulto (Caligaris-Cappioy col., 1985; Freedmany col.,

1987),los linfocitos E CD5 (+) estánigualmentepresentesen númeroelevadoen la

sangrede pacientesconartritis reumatoide,lupus eritematososistémico,y tras un

trasplantealogénicode médulaósea.A las célulasE CD5 Ó-) selesha implicado en

la formación de autoanticuerpos (Hardy y col., 1994).
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Antígenos de activación CD25, CD23, CIJ71

Másdel 50%de lospacientesconLLC-E expresanla subunidada del receptor

de la IL-2 (R-1L2) (CD25) <Kay y col., 1988; Aguilar-Santelisesy col., 1993;
Tsilivakos y col., 1994; Nakasey col., 1994) y ¡3 (Burton y Kay, 1994), aunquela

intensidaddesu expresiónesdébil. El antígenosolubleC025 sedetectaenel suero

de la mayoríade los casosen los que las célulasexpresanel CD25 (Burton y Kay,

1994).

Las célulasde la LLC-B expresantambiénel antígenodeactivaciónCD23, que

constituyeel receptor de baja afinidad para la IgE (Catovsky y Foa, 1990b;

Eanchereauy Rousset,1992; Dighiero, 1992; Fournier y col., 1992; Montserrat,

1992; Sarfati, 1993).Se ha intentadoatribuir un valor pronósticoa la expresiónde

esteantígenoen los linfocitos de la LLC-B, con resultadoscontradictorios(O’Brien y

col., 1995).Porotra parte,el receptorsolubledel CD23 estáelevadoenel suerode

pacientescon LLC-B y su nivel se relacionacon la masatumoral y estadiode la

enfermedad(Beguiny col., 1993).

No se observaexpresióndel antígenode proliferación CD71 (Dighiero,

1993).Sin embargo,el receptorsolubledel CD71 seencuentraelevadoenel suero

de los enfermosconLLC-B (Beguin y col., 1993).

FMC7 y CD22

Son otros anticuerposmonoclonalesde utilidad en la caracterizaciónde la

LLC-E, negativosen la mayoríade los casoso expresadosen una minoría de las

células,mientrasque son siemprepositivos en la leucemiaprolinfocítica B, en la

leucemiade célulaspeludas,y en másde la mitadde los casosde linfoma folicular.

No se observaexpresióndel antígenoCD1O, ni de otros antígenosasociadosa la

línea celular T (Gale y Foon, 1987; Catovsky y Foa, 1990a;Eatatay Shen, 1992;

Dighiero, 1992; Kipps, 1995).
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TABLA 1. EXPRESIÓN DE ANTIGENOS DE SUPERFICIE CELULAR EN

PROCESOSLINFOPROLIFERATIVOS DE CaLULA B

Igs Igc R-hr CD5 CDL9/ Anti- FMC7 CD1O CD2S CD38

_____ CD2O HLAII

LIC d* + - +-i- -

LPL f + - + 4-4-4 4-4-4 +4-4- + - -

LCP f + + - -4±4- +-H- -4-4-4- - 4

LNHí f - + - ~4-44 4-4-4- +4 +4 - +

LNH2 m - + -4-4-4- 4-44 444 44 4 - -

LE f + - - - + 4

TCP - - - - - + -

LLC: leucemialinfática crónica

LPL: leucemiaprolinfocítica

LCP: leucemiadecélulaspeludas

LNH1: linfoma no Hodgkin de bajogrado(folicular)

LNH2: linfoma no Hodgkin de gradointermedio

LE: linfomaesplénicocon linfocitos peludos

TCP: tumoresdecélulasplasmáticas(mielomamúltiple)

Igs: inmunoglobulinadesuperficie

Igc: inmunoglobulinacitoplasmática

R-hr: receptoresparalos hematíesde ratón

*: d: expresióndébil; f: expresiónintensa;mt expresiónmoderada

**: El signo (-) y (+) indican el porcentajede casospositivos: (-) < 10%; (4) 10 a

40%; (++) 40 a 80%; (+4+) 80a 100%
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Moléculas de adhesión

En las célulasde la LLC-B, esheterogéneala expresiónde unadiversidadde

moléculasde adhesión;entreellas están:a) las moléculasde superficie de la

superfamiliade las inmunoglobulínas(el CD54/moléculade adhesiónintercelular-

1 (ICAM-1) y el CD58/antígeno3 asociadoa la funcióndel linfocito (LFA-3)); b) de
la familia de las integrinas(¡31 (CD29), ¡32 (CDL8), ¡3~ (CDG1)); c) de la familia de las

selectinas(L-selectina/Leu-8),yd) del CD44 o “lymphocytehomingreceptor”,que

participaen la adhesiónde los linfocitos E madurosal estromacelularde la médula

ósea(Eanchereauy Rousset,1992; Eevilacqua,1993; De Rossiy col., 1993).

El CD1lc esla cadenaadeunaglicoproteinade doscadenas,pertenecientea

la familia de las integrinas,miembro a su vez de la familia de los antígenosde

adhesióncelular.Dentrode la heterogeneidadde la enfermedad,los linfocitos E de

la LLC-B muestranvariabilidadencuantoa la expresióndel CD1lc, siendopositivos

entreel 48 a 78%de los mismos.La expresióndel antígenoesdébil, a juzgarpor la

presenciade fluorescenciade baja intensidadpor citometríade flujo (Palutzkey

col., 1992).Se ha intentadoasociarla diferenteexpresiónantigénicadel CD11cen

la LLC-B convariacionesen el cursoclínico de la enfermedad.Sobreello existen

resultadoscontradictorios:mientrasenunoscasosse haobservadorelaciónentrela

positividaddel CD1lc y una forma más agresivade la enfermedad(Tassiesy col.,

1991; De Rossiy col., 1993),enotros estudiosseobjetivala asociacióndel antígeno

conun cursoclínico menosagresivode la LLC-E (Newmany col., 1993).
Ademásde la expresiónde la cadenacix (CDl1c}, se ha estudiadola de la

cadenaa¡ (CD1 la> 3’ ap~4 (CD11b). Las trescadenasalfaseasociancon las integrinas

leucocitarias¡32. Se haqueridoatribuir un significadopronósticoal fenotipo I~í (-)

¡32 (-) ¡3~ (-), ya que algunosautoreshanencontradopacientescon características

clínicasmásfavorables(De Rossiy col., 1993).

Antígenos de la estirpe mielomonocítica

La expresiónde antígenosde la estirpemielomonocítica-CD13 y CD14- en

lascélulasde la LLC-B no esinfrecuente(Dighiero, 1992; Montserrat,1992; O’Erien

y col., 1995).Se ha relacionadocon la capacidadde producir IL-1 por partede las

célulasde la LLC-E (Morabito y col., 1987) y con la ausenciade expresióndel

antígenoCDS (Ikematsuy col., 1994).
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En concreto,graciasa los avancesen los métodosinmunológicosha sido

posiblela caracterizaciónde las célulasde la LIC-E y la definición de los rasgos

distintivos de estaenfermedadconotros procesospatológicosde la célulaE. Así, y

en resumen,las célulasde la LLC-B se caracterizanpor la expresióndébil de las

inmunoglobulinasde superficie,el alto porcentajede formaciónde rosetascon

hematíesde ratón, la expresióndel antígenoCD5, la negativídadparael FMC7 y la

expresiónde marcadoresdecélulasE maduras(Freedmany Nadler, 1987; Catovsky

y Foa, 199%;Batatay Shen,1992; Dighiero, 1992; Rozmany Montserrat,1995).

1.3. Inmunidad celular y humoral en la LLC-B

l.3.a. Inmunidad celular

El interéspor el papelque juegael linfocito 1 en las neoplasiascrónicasha

aumentadoen los últimos años,a medidaque sehaprogresadoen el conocimiento

de la interacción entreel linfocito E y T. Aunque hastaaquí sólo se ha hecho

menciónal linfocito E comocélula alteradaen la LLC-E, tambiénexistenen esta

enfermedadalteracionesde la inmunidadcelular.
Se ha descritoun aumentoen el númeroabsolutode los linfocitos T en

pacientesconLLC-E sin tratamientoprevio, fluctuandosusnivelesen el cursode la

enfermedad,y una inversióndel cocienteCD4/CD8en sangredebidoal aumento

del número de linfocitos 1 supresores,sobre todo en estadiosavanzadosde la

enfermedad(Laguna,1983; Gale y Foon, 1987; Dighiero, 1992).Asimismo,sehan

visto anomalíasen los antígenosde superficiedel linfocito T, como son el menor

porcentajede célulasque sonreactivasal anticuerpoant! CD3 <Pan1) y el mayor

númerode célulasqueexpresansimultáneamenteel antígenoCD4 y CD8, típico de

los timocitosy no de los linfocitos 1 maduros.En general,seaceptaque la LLC-B se

asociacon unadisminuciónde la función1 cooperadora(Launay col., 1974;Kay y

Kaplan, 1986; Markey y col., 1986).

De igual forma estádisminuida la actividad LAY -del inglés, “lymphokine

activatedkiller- y “Natural Killer” (NK) en la LLC-B. El númeroabsolutodecélulasNK

-indicadapor la presenciade los antígenosCDS6 y CD57 asociadosa célulasNK-

estáaumentado(Foony col., 1990; Dighiero, 1992).Se observacoexpresiónde los

antígenosde superficieCD8 y CD57 en las célulasNK, situaciónpoco frecuenteen

sangrenormal. El número de células que expresanel CD16, que identifica el

receptorFc III en las célulasNK funcionalesestá,sin embargo,disminuido. Estos
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datossugierenqueexisteun aumentodecélulasNK funcionalinenteinactivas(Foay

col., 1986). Los datos reflejadossobre la función de células T4, T8 y NK son

contradictoriosy dedifícil interpretación(Álvarez-Mony col., 1986; Álvarez-Mony

col., 1987; Freedman,1990; Dighiero y col., 1991; Dighiero, 1992).

La patogénesisdeestosdefectosno esclara,peropuedeestaren relacióncon

el hechoya mencionadode que las célulasde la LLC-E expresanel receptorde la

interleucina 2 (CD25> y liberan grandescantidadesdel receptor soluble de la

interleucina2 en suero,nivelesque puedencorrelacionarsecon el estadiode la

enfermedad(Burtony Kay, 1994).La interleucina2, producidapor los linfocitos 1

normales,puedeser absorbidapor estosreceptores,dando lugar a anomalías

inmunológicas(Burtony col., 1989;Burton y Kay, 1994).

1.3.b. Inmunidad humoral

Másdel 50% de los pacientesconLLC desarrollanhipogammaglobulinemiay

su presenciadependedel tiempo de evolución y del estadiode la enfermedad

(Dighiero, 1992). Este hechoserelacionacon la mayor incidenciade infecciones

por organismosencapsuladosy por gram negativos en estos enfermos. La

hipogammaglobulinemiano esel único mecanismoresponsablede la infección en

los pacientescon LLC-B, puesla inmunidadcelulartambiénestáalterada,comose

ha mencionadoanteriormente.La patogénesisde la hipogammaglobulinemiano

está clara, más aún cuandoes poco frecuenteen otras neoplasiasde célulasE,

incluyendola leucemialinfoblástícaaguda,los linfomasdifusosy nodulares,la LCP,

etc (Galey col., 1994).

El nivel de inmunoglobulinasno suelenormalizarse,a pesardel tratamiento

empleadoen la LLC. Con la administraciónintravenosade inmunoglobulínasen

pacientesconLLC-B e hipogammaglobulinemiasereduce,de forma significativa,el

númerode infeccionesbacterianasleveso moderadas,perono ocurrelo mismocon

las infeccionesbacterianasde caráctergrave,ni con las producidaspor virus u

hongos;en cualquiercasono se ha visto quesu usoaumentela supervivenciade

estos pacientes(Cooperatívegroup for the study of immunoglobulin in chronic

lymphocytic leukemia,1988).
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1.4. AutoInmunidad en la LLC-B

Es bien conocidaque la LLC-B se asociaa manifestacionesautoinmunes.A

pesar de ello, la inmunoglobulinade superficie expresadapor -las células E

leucémicasno contribuyede forma directaa los fenómenosautoinmunesque se

observanen estospacientes.Las enfermedadesautoinmunesasociadasa la LLC-E

surgencon frecuenciade la producciónintermitentede autoanticuerpos,en su

mayor partede claseIgG, que reaccionancon antígenospresentesen las células

hematopoyéticashumanas -por ejemplo, hematíes o plaquetas-. Estos

autoanticuerpossonproducidos,aparentemente,por linfocitos E policlonalesy no

por linfocitos tumorales,comoconsecuenciadeunadisregulacióninmuneasociada

con la LIC/E. Hay que destacarque a] serproducidospor linfocitos policlonales,

estos autoanticuerposno guardanrelación con la clase de inmunoglobulina

presenteen lamembranade los linfocitos E leucémicos(Kipps y Carson,1993).

La anemiahemolítica autoinmuneapareceen un 15% de pacientesy la

trombocitopeniay neutropeniainmunesonmenosfrecuentes(1-2%).La incidencia

deanticuerposantieritrocitarios(conpositividaden la pruebade Coombs,perosin

acompañarsede anemia),es mayorque la de la anemiahemolíticaautoinmune

detectadaclínicamente. De forma similar, es frecuente la presencia de

autoanticuerposfrentea plaquetasy a otrascélulashemopoyéticas.La presenciade

anemia o trombocitopeniasecundariaal ocupamientomedular tiene peor

pronósticoque la existenciade anemiao trombocitopeníaautoinmune.No se

conocela razónpor la quelos autoanticuerposdetectadosen la LIC, se dirigencasi

exclusivamentecontralascélulashematopoyéticas(Hambliny col., 1986).

1.5. Alteraciones citogenéticas y protooncogenes en la
LLC-B

1.5.a. Alteraciones citogenéticas

El bajo indicemitótico de las célulasde la LIC-E ha hechodifícil el estudiodel

cariotipo en esta entidad. No obstante,con el empleo de mitógenospara los

linfocitos E, se hanpodido demostraralteracionescromosómicasclonalesen más

del 50% de los casos.
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La anomalíanuméricamásfrecuentementeasociadaa la LLC es la trisomia

del cromosoma12 -aisladaen un tercio de los casoso asociadacon otras

alteracionescitogenéticasen los otros dos tercios- (Gale y Foon, 1987; Dighiero,

1992; Juliussony Gahrton, 1993). la frecuenciade estaanomalíacromosómica

aumentacon el empleo de técnicasde hibridación in sUn no isotópica. Sin

embargo,estaalteracióncromosómicano escaracterísticade la LIC y. seha descrito

tambiénen otras entidades(linfoma no Hodgkin linfocítico de célulaspequeñas,
LPL, ICP, macroglobulinemiadeWaldenstróm).

la anomalíaestructuralmásfrecuentementeencontradaen la ILC-B afectaal

brazo largo del cromosoma13, en la bandaq14 o en su cercanía,dondese ha

localizadoel gen 1 del retinoblastoma(REí). Estegencodificaunaproteínanuclear
que intervieneenel controldel ciclo celularen la faseGí. Delecioneso mutaciones

a la altura de estegensupresorpodríaninterveniren la patogénesisde algunos

casosdeLIC-E.

Otraanomalíaestructuraldescritaesla adición dematerialgenéticoal brazo

largodel cromosoma14 (14q+),dondesehanlocalizadogenesde la cadenapesada

de las inmunoglobulinas(bandaq32).La bandaq32 estáimplicadaconfrecuencia

en traslocacionescromosómicasasociadasa otrasneoplasiasde célulasE. En una

minoría de pacientescon LIC-E se detectala traslocaciónt(11;14)(q13;q32),

resultando la yuxtaposición de los genes de la cadena pesadade las

inmunoglobulinascon un hipotéticoprotooncogénllamadoEcl-1, que seidentificó

posteriormentecomoel gen PRÁDí, que codifica la ciclina Dl. la sobreexpresión

de esteprotooncogénpuedeinterveniren el desarrollode algunoscasosde ILC-E,

aunquela neoplasialinfoide a la que seasociaconmayorfrecuenciaes el linfoma

decélulasdel manto.

Excepcionalmente,en la LLC-E se puedenver otras traslocacionescomo la

t( 14;18),que seasociaconfrecuenciaa linfomasnodularesde bajogradodecélulas

B, y en laque seyuxtaponenlos genesde la cadenapesadade las inmunoglobulinas

conel oncogénEcl-2 (ver másadelante).Finalmente,enun 10%de los pacientescon

ILC-E seencuentrala traslocaciónt(14;19)(q32;q13.1),queyuxtaponelos genesde

las cadenaspesadasde las inmunoglobulinascon el protooncogénBcl-3. Este

protooncogéncodifica unaproteínaimplicadaenel inicio del ciclo celular,por lo

que se sugiereque la sobreexpresióndel Ecl-3 intervendríaen la patogénesisde

algunasLIC-E.

Ningunade estasalteracionescitogenéticasesespecíficade la LLC-E y en la

mayoría de los casosel cariotipo permanecesin cambios a lo largo de la

enfermedad.Dicha situacióncontrastacon la de la leucemiamieloide crónicay la

de los linfomasfoliculares,en los que sonfrecuentescambiosenel cariotipo inicial,

lo que se asociaa la progresiónde la enfermedad.La existenciade alteraciones
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cromosómicasy la complejidadde éstasguardarelación con la probabilidadde la

progresiónde la LIC-E, e incluso la presenciade anomalíascitogenéticassimples

conllevanun peorpronóstico;de ahíque,el estudiocitogenéticodebaserincluido,

a serposible,en la evaluaciónclínica inicial de las personascon ILC debidoa su

valor pronóstico(Juliussony col., 1988;Juliussony Gahrton,1990; Dighiero, 1992;

O’Erien y col., 1995).

1.5.b. Protooncogenes

No hay ningún oncogénque estéimplicado en la génesisde la enfermedad

deformaconsistente(Galey col., 1994),al contrariode lo queocurreen la leucemia

mieloidecrónicay algunasleucemiasagudas.

El Bcl-2 es un protooncogénlocalizadoen el brazolargo del cromosoma18

(bandaq21) conunafunciónimportanteen la supervivenciacelular,y quecodifica

unaproteína-la proteínabcl-2- quetiene comofunciónbloquearla muertecelular

programada(Hockenberyy col., 1990; Korsmeyer,1992). Se hasugeridoque el gen

Bcl-2 estásobreexpresadoen estaenfermedad,inhibiendo la apoptosisy dando

lugaral acúmulode linfocitos E en la fase Go del ciclo celular (Caligaris-Cappioy

col., 1992; Hanaday col., 1993; Gale y col., 1994; O’Erien y col., 1995). Se han

observadoreordenamientosdel gen Ecl-2 en un 5 a 10% de pacientescon LIC-E
(Rai, 1993),con frecuenciadiferentesa los descritosen los linfomas nodularesde

células E (Dighíero y col., 1991; Dighiero, 1992). Independientementede la

existenciade reordenamientosdel gen Ecl-2, la mayoríade las célulasde la LIC-E

expresanniveles elevadosde la proteína bcl-2; esto se ha asociadocon una

hípometilaciónen el locus Bcl-2. la sobreexpresiónde esteprotooncogénpuede
incrementarla resistenciade las célulasleucémicasa los agentesquimioterápicos

empleadosen el tratamientodeestaentidad,dificultandola erradicacióndel clon

leucemico.

Ocasionalmente,como se ha mencionado,en la LIC-E se han observado

traslocacionesque implican a los protooncogenesEcl-1 y Bcl.-3 (Dighiero, 1992;

Newmany col., 1993).

El gen p53 selocaliza en el brazocorto del cromosoma17 <bandap13.1)y

codifica una proteína nuclear que actúa como un reguladornegativo de la

proliferacióncelular. Se ha observadomutación del gen p53 en el 13% de los

pacientesconLLC-E. El papelde estasmutacionesen la biologíay progresiónde la

enfermedades desconocido,aunquela mutacióndel gen se observacon más

frecuenciaen pacientesde ILC-E en estadioavanzadoy con peor respuestaal

tratamiento quimioterápico (El Rouby y col., 1992; Imamura y col., 1994;
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Prokocimery Rotter, 1994; Kipps, 1995; O’Brien y col., 1995). Además,se han

detectadomutacionesen el genp53 en cercadel 50%de las célulasneoplásicasde

los pacientescon transformaciónRichter, por lo que se piensaque algunas

mutacionesa estenivel tienenlugar a lo largo de la evolución de la LLC-B, lo que

confierea las célulasleucémicasun comportamientoclínico másagresivo.

Por último, las célulasde la LLC-E tienenen un 40% unaexpresiónelevada

del gende resistenciaa fármacostipo 1 (MDR1, del inglés “multidrug-resistance1

gene’).El gen MDR1 estálocalizadoen el brazolargo del cromosoma7 (7q21.1)y

codifica unaglicoproteinaP transmembranaque incrementala resistenciaa varios

agentesquimioterápicos(colchicina,doxorrubicinao vinblastina).Pareceserque

una expresiónaberrantede este genen la LIC-E puedejugar algúnpapelen la

patogénesiso evoluciónclonal enalgunoscasos.

1.6. Estadiaje

Se han propuesto diferentes sistemasde estadiajeque reflejan una

agrupaciónde variablespronósticas.De forma ideal, estosfactorespronósticos

deberían usarse para seleccionaruna terapéutica óptima. En la IIC-B la

acumulaciónde célulastumoralesse hacesiguiendoun orden: sangrey médula

ósea,ganglios, bazo e hígado, etc; lo que ha permitido establecerdiferentes

estadiosevolutivos.Los sistemasdeestadiajemásutilizados,que gozande mayor

aceptacióninternacionalson los propuestosporRai (Rai y col., 1975) y Binet (Einet

y col., 1981).

1.6.a. Clasificación de Ral

Esta clasificaciónincluía en un principio (Ra! y col., 1975), cinco estadios

basadosen la presenciao no de linfadenopatías,esplenomegalia,hepatomegaliay

fallo medular,manifestadopor anemia(hemoglobina<1 lg/dl) o trombocitopenia

(plaquetas<100.000/mm3).Estosestadiosseexponenen la Tabla 2a.

Rai simplificó posteriormentesu sistemade estadiajeen tresgrupos (Rai,

1987), a los que denominócategoríasde riesgo: riesgo bajo -correspondienteal

estadio0-, riesgointermedio-estadios1 y II-, y riesgoalto -estadiosIII y IV-. Esta

simplificación fue debida a la demostraciónde tres, y no cinco patronesde

supervivencia,segúnlas curvasde supervivenciaactuarial. los gruposde riesgo

14



bajo, intermedioy alto constituyenaproximadamenteel 30%, 60%y el 10% de los

casosy seasociancon supervivenciasmediasde 10, 6 y 2 añosrespectivamente

(Tabla 2b).

1.6.b. Clasificación de Binet

Distingue tres estadios, según la presencia o ausencia de anemia

<hemoglobina-clOg/dli o trombocitopenia(plaquetas<100.000/mm3)y el número

deterritorios ganglionaresafectos(Binet y col., 1981).Estosestadiosseexponenen

la Tabla 3.

los estadiosA, E y C representanel 60, 30 y 10% de los casos,conmediasde

supervivenciamayorde 10, 6 y 2 años,respectivamente.

Ambasclasificacioneshandemostrado,ampliamente,la correlaciónentrelos

distintosestadiosen ellas propuestosy las curvasde supervivenciade la LIC. En

ambas,los factorespronósticosconsideradosderivan fundamentalmentede la

objetivación de la carga tumoral creciente,desde mínimas acumulaciones

-medularesy ganglionares-con escasainterferenciacon la hemopoyesis,hastala

mieloptisisoriginadapor la continuainfiltración linfocitaria. La comparaciónentre

ambossistemasmuestra,sin embargo,diferencias.Así pues,en la clasificaciónde

Ra] hay menospacientesque seconsideranen la categoríade riesgobajo queen la

de Einet; de ahí, queesosmismospacientes,tenganunamedia de supervivencia

mayorenesesistemade estadiaje.El pronósticode los pacientesdealto riesgoes

similar en ambossistemas(de Castroy col., 1994).

1.6.c. Otros sistemasde estadiaje

El Grupo Internacionalde Estudiode la ILC (IWCLI) ha propuestoun

sistemade estadiajeparala enfermedad,quesefundamentaen la integraciónde

los sistemasde Binet y col., y deRai y col. (InternationalWorkshopon CII., 1981).

Éste surge de la apreciaciónde que dentro de las categoríasA, E y C de Einet,

existensubgruposde pacientescon historia naturaly pronósticodiferente.Los

estadiosde dichaclasificaciónson:A(O), A(I), A(II), 13(I), 13(11),C(III), C(IV). Estudios

posterioreshanvalidadoestesistemaintegrado(InternationalWorkshopon CII.,

1989; FrenchCo-operativeGroupon CLI., 1990).

Varios autoreshan intentadomejorar los sistemasde estadiajede la ILC

expuestosen los apartadosanteriores(Montserraty Rozman,1993). Los sistemas
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TABLA 2a. SISTEMA DE ESTADIAJE DE RAI PARA LA LLC (1975)

Criterios

linfocitosisensangrey médulaósea

Linfocitosisy adenopatías

Linfocitosis y hepatoy/o esplenomegalia

Linfocitosisy anemia(Hb < 1 lg/dl)

linfocítosis y trombocitopenia<plaquetas< 100x109/l)

Supervivencia
mediana:meses

> 120

85

60

27

16

TABLA 2b. SISTEMA DE ESTADIAJE DE RAI PARA LA LLC <1987)

Estadio Linfocitos Adenopatías Organomegalias

>15x109/I

Bajo 0 + - - - -

Intermedio

Intermedio

1 + - - -

II + + - -

III

IV

+

+

+

+

Estadio

o

1

II

III

IV

Riesgo Hb

<1 lg/dl

Plaquetas

=100x109/l

Alto

Alto

4

+
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TABLA 3. SISTEMA DE ESTADIAJE DE BINET PARA LA LLC (1981)

Criterios

No anemiani trombocitopenia

Menosde tres áreaslinfoides afectas*

No anemiani trombocitopenia

Treso másáreaslinfoides afectas

Anemia(Hb -c 10 g/dl) y/o

Trombocitopenia(plaquetas-c lOOxl O~/l)

Supervivencia
mediana:meses

> 120

50

24

* Se considerancincoáreaslinfoides distintas:hígado,bazoy los ganglioslinfáticos

de los territorios cervicales, axilares e inguinales (uní o bilaterales).

Estadio

A

B

C
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propuestospor ellos identifican de forma válida, grupos de pacientescon

pronósticosdiferentes,pero no añadeninformación a la suministradapor las

clasificacionesde Ra! y col., de Binet y col., y de la lWCLI que,además,cuentancon

laventajade sermássimplesy demásfácil aplicación.

1.7. Factores pronósticos

A pesarde las clasificacionesanteriores,es difícil pronosticarel curso

individual de la enfermedadya que,mientrasen algunospacientesla LLC-B tiene

un curso indolentedurantemuchosaños,en otros la enfermedadmantieneun

cursoagresivoy rápidamenteprogresivo.La necesidadde identificar criterios que

prediganconexactitudel cursoclínico de la enfermedadesde granimportanciaen

pacientesincluidos en los grupos de riesgobajo e intermedio que en conjunto

constituyenla mayoríade los pacientescon ILC-B (Rozmany Montserrat,1995).

Existen tres factoresquepuedencontribuir a estatarea:el patrónde infiltración de

la médulaósea(Rozmany col., 1984; Hany col., 1984),el tiempo deduplicaciónde

linfocitos en sangreperiférica(Montserraty col., 1986),y el cariotipo(Hany col.,

1984; Juliussony col., 1985).

Biopsia de médula ósea

En la lIC-E sehandescritocuatropatronesde infiltración medular:focal o

nodular, intersticial, mixta (nodular e intersticial) y difusa. En términos de

pronóstico,los patronesmencionadossepuedenclasificaren dosgrandesgrupos:

difuso y no difuso. Los pacientescuyabiopsiade médulaósearevelaun patrónde

infiltración linfocitaria difuso tienenmayorprobabilidadde tenerun cursomás

agresivoque aquellosquepresentanun patrónde infiltración no difuso -nodularo

intersticial- (Rozmany col., 1984; Han y col., 1984).

Tiempo de duplicación linfocitarla

De igual forma, los enfermosque sin recibir terapiacitotóxicapresentanun

tiempo deduplicaciónlinfocitaria menorde 12 meses,tienenmásriesgode sufrir

un cursoagresivofrentea aquelloscon un tiempodeduplicaciónsuperiora los 12
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meses.Estehechono puedeservaloradoenel momentodel diagnóstico<Montserrat

y col., 1986).

Cariotipo

Por último, también es útil el examen del cariotipo, como ya se ha

comentado.La supervivenciade los pacientesde ILC-B con cualquier anomalía

clonal cromosómicaesinferior a la de los pacientescon un cariotipo normal. La

complejidaddel cariotipo es el parámetropronósticomás significativo. Así, las

anomalíasúnicas se asociancon una supervivenciamás prolongadaque las

anomalíasmúltiples. No obstante,la trisomía 12 comoanomalíaúnica, constituye

un signo pronóstico adverso. Cuando se consideran todas las anomalías

cromosómicasasociadasa la LIC-E ensu conjunto,los pacientesconalteraciónenel

cromosoma14 son los que tienen el peor pronóstico(Juliussony Gahrton,1993;

OBrien y col., 1995).

Se hanestudiadootros parámetrosde la enfermedad,con el fin de ver si

tienen significación pronóstica(edad,fenotipo de la ILC-B, etc) (Montserraty

Rozman,1993). La mayoría de esosparámetrosno son útiles parapredecir la

progresión,y no añadenmásinformacióna la obtenidadel estadioclínico (Catovsky

y Foa, l99O~;deCastroy col., 1994).

1.8. Tratamiento

Momento de Inicio

En primer lugar, es importante conocer cuándo se debe iniciar el

tratamiento,paralo que es necesarioencuadrarel procesoen uno de los estadios

de la clasificaciónde Rai y de Binet. Asimismo, convieneconocerlos factores

pronósticosmencionadosantes.

En un extremo estánlos pacientesque se presentancon lo que se ha

denominadoLIC “latente” o “de curso indolente”.Sonenfermosconafectaciónde

menosde tres territorios ganglionares,patrónde infiltración de la médulaóseano

difuso, hemoglobinaigual o superiora 13 g/dl, númeroabsolutode linfocitos en
sangreperiférica igual o inferior a 30.0004i1,y tiempo de duplicaciónde los
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linfocitos mayordedocemeses(Montserraty col., 1988; FrenchCo-operativeGroup

on CLL., 1990). EstegrupodepacientespresentaunaformaprecozdeLLC, conpoca

probabilidadde progresión,y con unasupervivenciasimilar a la de la población

generalsin la enfermedad.Por eso,no estáindicadoiniciar el tratamientoen este

momentode la evolución(Galey col., 1994).

Por otro lado, la mayoría de los grupos estánde acuerdoen iniciar el

tratamientode forma inmediata,en los pacientesquepresentanla enfermedaden

estadiosIII y IV deRai, o bien, C de Einet. Esto esasí,debidoal mal pronósticode

dichosenfermos,y enun intento demodificar la historianaturalde la enfermedad.

Por último, no estábiendefinido el momentode iniciar el tratamientoenel

resto de los pacientes.la mayoríade los centroslo hacen:cuandola enfermedad

pasa,ensu evolución,a serestadioIII y IV deRai, o bien, C de Binet; cuandoexiste

evidenciade progresiónde la enfermedado enfermedadactiva; si se produce

crecimientoprogresivoo dolorosode los ganglioslinfáticos; aparecehepatomegalia,

esplenomegaliao linfoadenopatias masivas; y desarrollo de fenómenos

autoinmunes(Chesony col., 1988).

Fármacos utilizados

los fármacosquemásfrecuentementeseempleanenel tratamientode la LIC

son el clorambucil y la prednisona.Con frecuencia,se usande forma conjunta,

aunqueesprácticahabitualla administracióndel primerode los agentesde forma

única, añadiendo el esteroidecuando el control de la enfermedadno es

satisfactorio,aunqueno existeevidenciadeque la adición a éstede la prednisona

mejore de forma significativa el porcentajede respuestao la supervivencia

(Keating, 1991; Tefferi y Phyliky, 1992).la preduisonatiene su indicación en el

tratamientode la trombocitopeniay anemiaautoinmune(Rozmany Montserrat,

1995).

Se han empleadootros regímenespoliquimioterápicosalternativos,que

incluyen con frecuenciaantraciclinasy ciclofosfamida: CHOP (Ciclofosfamida,

Adriamicina, Vincristina, Prednisona), CAP (Ciclofosfamida, Adriamicina,

Prednisona)y CVP (Ciclofosfamida,Vincristina, Prednisona).En estosestudios,se

observaunaalta tasaderespuestaenpacientesconLIC enestadioC de Binet, pero

no existeevidenciade unamayorsupervivenciade la encontradacon los fármacos

tradicionales(Dighiero y col., 1991; Keating, 1991; O’Brien y col., 1995; Rozmany

Montserrat,1995).

En la última décadahandemostradosu utilidad clínica enel tratamientode

la LIC tres análogosde las purinas (Cheson,1991; Ra!, 1993): el Monofosfatode
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Fludarabina,la Pentostatinao 2-Deoxicoformicina,y la 2-Cloro-deoxiadenosina.los

dos últimos sehan empleadoen pocospacientes,por lo que no estádefinido su

papelen el manejode la enfermedad.El Monofosfatode Fludarabina,por el

contrario, se consideraun fármacode enormeimportanciadentro del arsenal

terapéuticode la ILC y, actualmente,constituyeel tratamientodeelecciónen las LLC

resistentesa medicacionesconvencionales(Keating, 1993; Gale~y col., 1994;

O’Brien y col., 1995).

Nuevos enfoques terapeútlcos

Se estánestudiandotratamientosconanticuerposmonoclonalesantí-células

E (Grossbardy col., 1992). Tambiénse ha empleadoel trasplantealogénicode

médulaósea,y enmenornúmerode casos,el autotrasplantede célulasprogenitoras

demédulaóseao desangreperiférica.De todoello existen,únicamente,resultados

preliminares(Gale y col., 1994; O’Brien y col., 1995).La terapiacon interferónalfa,

así como con interleucina 2 recombinante, no ha mostrado resultados

esperanzadores(Ziegler y col., 1989; Allison y col., 1989; O’Erien y col., 1995;

Rozmany Montserrat,1995).

Objetivo, duración y respuesta al tratamiento

Pareceexistir una relación entre la respuestaal tratamiento y la

supervivenciade los pacientesconLIC que recibenmedicaciónporprimeravez. En

estegrupo,cuantomayores la reducciónde la masatumoral,másprolongadoesel

intervalo de tiempo libre de progresión de la enfermedady mayor es la

supervivencia.En consecuencia,el objetivodel tratamientodeberíaseralcanzarla

mejor respuestaposibleconel menorgradode toxicidad(Montserrat,1992).

La duraciónóptima del tratamientoen los enfermoscon LIC-E no se ha

establecido,y dependetanto del fármaco utilizado como de la valoraciónde la

respuestaal mismo(Chesony col., 1988; InternationalWorkshopon CII., 1989).
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2. CITOCINAS Y LEUCEMIA LINFÁTICA CRÓNICA E

2.1. Introducción

lascitocinassonglicoproteinasconstituidaspor 100 a 200 aminoácidosy un

peso molecular entre 15 y 25 kilodaltons, que controlan la comunicación

intercelularen una granvariedadde procesosque, a su vez, intervienenen el

control de la respuestainmune, inflamatoria, en la hematopoyesis,en las vías

neuroendocrinas,etc.

Cadavez esmás evidenteel hechode quefactoressolublespuedenjugarun

papel relevanteen la patogénesisy/o en el curso clínico de las neoplasias

hematológicas,a travésdecaminoscomplejoseinterconectados.Estovienedadoen

granpartedel reconocimientoque, tantola dianademuchascitocinasy, por tanto,

la expresióndesusreceptores,y laspoblacionescelularescapacesde producirtales

factores,sonmásnumerososde lo queenprincipio secreyó.

El pleiotropísmofuncionaly la redundanciasonrasgoscaracterísticosde las

citocinas. Pleiotropismoes la propiedadde estasproteínas,las cuales,producidas

por diferentes tipos celulares, tienen también su acción sobre células muy

distintas.Por redundanciaentendemosel que diversascítocinasrealicenacciones

idénticas. Ademásdel pleiotropismofuncional y de la redundancia,las citocinas

tienenencomúnotraseriede propiedades,comoson:

1- Se producendurantela faseefectorade la inmunidadnaturaly específica

y sirvenparamediary regularlas respuestasinflamatoriase inmunes.

2- La secrecióndecitocinasesun sucesobrevey autolimitado.Por lo general,

su síntesisseinicia por la transcripciónde genesy no estánalmacenadascomo

moléculaspreformadas.Talactivacióntranscripcionaleshabitualmentetransitoria

y los ARNm de las citocinassoninestablesy decortavida. Unavez sintetizadas,las

citocinassesecretanrápidamente.

3- Cada citocina es producidapor varias lineas celulares.De ahí que el

nombremáscorrectoparaestasproteínasno seael de linfocinas o monocinassino

el decitocinas.
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4- Influyen en la síntesisdeotrascitocinas,lo queconducea cascadas,en las

queunasegundao terceracitocinapuedemediaren las accionesbiológicasde la

primera.

5- Influyen, confrecuencia,en laaccióndeotrascitocinas.Así, doscitocinas

puedeninteractuarparaantagonizarseen suacción,paraproducirefectosadítívos

e inclusosinérgicos.

6- Las citocinastienen,a menudo,efectosdiferentessobrela misma diana

celular.

7— Al igual queotrashormonaspolipeptídicas,inician suacción cuandose

unen a receptoresespecíficosen la superficiede las célulasdiana.Estascélulas

diana, sobrelas que realiza,su acción una citocina, puedeserla mismaque la

secreta(acciónautocrina),unacélulacercana(acciónparacrina)o, -comohormonas

verdaderas-,unacéluladistante(acciónendocrina,a travésde la circulación).Los

receptoresparalas citocinasmuestran,con frecuencia,unaaltaafinidad parasus

ligandos.Como consecuencia,se precisauna cantidadmuy pequeñade citocina

paraconseguirsuefectobiológico.

8- la expresiónde muchos receptoresde citocinas se regula mediante

señalesespecíficas.Estas señalespuedenserotras citocinaso incluso la misma

citocinaque seuneal receptor.

9- La mayoríade las respuestascelularesa lascitocinassonlentasy ocurrena

lo largodeun periododehoras.

10- Para muchascélulasdiana, las citocinasactúancomo elementosque

regulanla división celular, esdecir, como factoresde crecim!ento(Abbas y col.,

1994).

A continuación,se exponenbrevementelos trabajosmás representativos

queanalizanla acciónde diversascitocinasen la LLC-H. las quemayor interéshan

suscitadoa lo largo de los últimos añosson: el factor de necrosistumoral, la

interleucina2 y la interleucina4.

2.2. Factor de necrosis tumoral alfa

El factorde necrosistumoralalfa (INFa,del inglés “Tumor NecrosisFactor”) es

el mediador principal de la respuestadel huéspedfrente a las bacteriasgram-

negativas.La fuentecelularmásimportantedeestacitocinaesel monocitoactivado
por lipopolisacárido.los linfocitos E y T normalespuedenliberar TNFa tras su
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activación,peroestono sehademostradoencélulassin activar(Foay col., 1990).El

INFa inducela síntesisde ADN en los linfocitos E normales,estimuladoscon anti-

IgM o SAC (Banchereauy Rousset,1992) y estimulala producciónde IgE en los

linfocitos B activadosa travésde un anticuerpoanti-CD4O (Banchereauy col.,

1994). Los receptoresdel TNFa (R-TNFa) estánpresentesen casi todaslas células

estudiadasy su expresiónaumentade forma evidente tras la activación del

linfocito E (Eanchereauy Rousset,1992).Las célulasactivadassecretanlos R-TNFa:

sonlos receptoressolubles(Abbasy col., 1994).

Expresión constitutiva del gen del TNFa

El INRi seexpresade formaconstitutivaenlos linfocitos B de la LLC-B <Burke

y col., 1993; Iarssony col., 1993; Platey col., 1993¡,;Rambaldíy col., 1993; Di Celle

y col.,1994).

Acción del TNFa sobre la proliferación y diferenciación

celular en la LLC-B

El INRi tiene acciones contrapuestassobre el crecimiento celular

dependiendode la diana estudiada.Así, el INRi inhibe la proliferación de

numerosaslíneastumorales,entreellasla leucemiamieloide crónica(Dumcombey

col., 1989). Sin embargo,la mayor parte de los autoresatribuyenal TNFa una

acciónde supervivenciay de inducciónal crecimientoen la LIC-E, bien de forma

aislada(Eianchiy col., 1988; Cordingleyy col., 1988; Digel y col., 1989; Mobertsy

col., 1989; Digel y col., 1991; Trentiny col., 1993; VanKooteny col., 1993~j; jJabbar

y col., 1994; Reittie y Hoffbrand,1994), enasociacióna un ésterdelforbol (Nilsson

y col., 1992; Van Kooten y col., 1992; Larssony col., 1993; Van Kooten y col.,

o a la 11-2 (Trentin y col., 1994), o a la IL-7 (Digel y col, 1991) o tras
activaciónconSACí (Alvarez-Mony col., 1993; Larssony col., 1993). El estímulode

la proliferaciónesdosis-dependiente,y sepuedesuprimir por completoal añadir
al medio de cultivo un anticuerpomonoclonalfrente al INRi (Digel y col., 1989;

Trentin y col., 1993), o frente al receptorde esacitocina <Waagey col., 1992;

Trentin y col., 1993),y con la adición de la IL-4 (Van Kooteny col., 1992; Reittie y

Hoffbrand, 1994),de la IL-6 (Aderkay col., 1993; VanKooteny col., l993b)~o del

interferónalfa (Cordingleyy col., 1988).La síntesisde ADN observadaconducea la

división celular(Digel y col., 1989).la inducciónal crecimientodel INRi en la LIC-E
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no esuniformeen todos los pacientesy sehaasociado,en ocasiones,a una forma

másagresivade la enfermedad(Aderkay col., 1993).

Dentrode la heterogeneidadquecaracterizaa laLIC-E, hay pacientesen los
que el TNFct, no sólo no estimulala proliferacióncelular (Carlssony col., 1989;

Jewelly col., 1993),sino que la inhibe, acciónque revierteal añadirun anticuerpo
frenteal TNFa (Foay col., 1990).La accióndel TNFaen la IIC-B no se correlaciona

con la expresiónvariablede los antígenosde activaciónen las célulasleucémicasal

inicio del cultivo (Digel y col., 1989). La acciónestimuladorade estacitocinase

observatambién,y de forma fundamentalen la LCP (Digel y col., 1989; Trentin y

col., 1993).
El TNFct induce,encombinaciónconun ésterdel forbol, la adherenciade las

células B de la LLC-E, que adquierenla aparienciade célula dendrítica; este

fenómenose acompañadel aumentode expresiónde las integrinas13í y ¡32 (van

Kooten y col., 1993c).El INRi aumentala expresióndel ARNm del antígenode

activaciónCD23 en los linfocitos E dela LIC-E (Fourniery col., 1992).
El TNFcx no inducela diferenciaciónde los linfocitos de la liC-E (Digel y col.,

1989; Eluckiger y col., 1992), a menosquese empleeasociadocon un ésterdel

forbol (VanKooteny col., 1993b).

Expresión de los receptores del TNFa en la membrana de los
linfocitos de la LLC-B y detección del receptor soluble del TNFa

las células de la LIC-E, al igual que las de la ICP, expresande forma

constitutiva los R-TNFade alta afinidad -p75- y de bajaafinidad -p55- (Waagey

col., 1992), a diferenciade los linfocitos E de las personassanas(Nilsson y col.,

1992; Waagey col., 1992; Trentin y col., 1993; Trentin y col., 1994). La expresión
del receptorde la citocinano varíaen contactocon el TNFa, TNFI3, IL-2 ni con el

factorde crecimientode lascélulasE (Trentin y col., 1993),pero sí trasel contacto

con un ésterdel forbol (Iarssony col., 1993). No se observarelaciónentre la

extensiónde la proliferacióninducidapor INRi y la densidadde los receptoresde

membrana(Digel y col., 1989).EstosR-TNFasonfuncionalmentenormalespuesto

que laadición de un anticuerpomonoclonalfrenteal R-TNFa inducela proliferación

de los linfocitos tumoralesde la LLC-B y de la LCP (Trentiny col., 1993).
Se haobjetivadotambiénun aumentode los receptoresdel INRi enel suero

de los pacientescon ILC-E (Digel y col., 1992;Waagey col., 1992).
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Presencia del TNFa en el suero de los pacientes y

producción de la citocina por las células de la LLC-B en cultivo

El TNFa no sedetectaenel suerode personassanasy sí enenfermosconILC-

E y LCP. Los nivelesséricosde TNRi estánelevadosen los pacientesen que se

diagnostica la LLC-E, pasandoa ser normalesal alcanzarla remisión de la

enfermedad(Morabito y col., 1993). De igual forma, en las personascon LCP
tratadasconinterferónalfa, los nivelesséricosde TNRi disminuyeno senormalizan

en paraleloa la desapariciónde célulaspeludascirculantes(Foay col., 1990). El

INRi se encuentraelevadoen el suerode los pacientescon LIC-E en todos los

estadiosclínicos de la misma,-aunqueel nivel aumentaenrelaciónal estadiode la

enfermedad(Adami y col., 1994).

Se haobservadounaproduccióny secreción¡ti vitro del TNFa por partede

lascélulastumoralesde la lIC-E (Eurkey col., 1993; Reittie y Hoffbrand,1994),que

aumentantrasla activaciónde los linfocitos leucémicosconun ésterdel forbol o con

SAC1, ademásde la estimulacióncon IL-2 (Nilssony col., 1992; Van Kooten y col.,

1992; Iarssony col., 1993). El nivel de INRi en los sobrenadantesde cultivos de

linfocitos E de pacientesconLIC-E varíasegúnlos estadiosde la enfermedad(Hahn

y col., 1989).la producciónde la citocinadisminuyetras tratamientode lascélulas

con interferónalfa (Eurke y col., 1993), o tras introducir IL-4 ¡ti vitro (Reittie y

Hoffbrand, 1994).Se ha demostradotambiénque los monocitosde los pacientes

con ILC-E presentanun déficit funcional, que se manifiestaen la producción

disminuida de TNFa al serestimuladoscon lipopolisacáridoo con SAC (Dahlkey

col., 1995).

Acción del TNFa sobre la apoptosis en la LLC-B

El TNFa no protege de la apoptosis a las células de esta neoplasia

hematológica(Dancescuy col., 1992;Jewelly col., 1993; Rojasy col., 1994).

El hechode que el cultivo de las célulasde la LLC-E con el INRi induzcala

expresióndel ARNm de la citocinay la secreciónde estaproteínapor partede los

linfocitos E tumorales(Bianchíy col., 1988; Cordingleyy col., 1988),junto con el
restode los datosarribaenumerados,sugiereque el TNFa puedeactuarcomoun

factorautocrinocoestimuladorparalascélulasdeestaentidadneoplásica(Nilssony

col., 1992; Van Kooten y col., 1992; Hoffbrandy col., 1993; Larssony col., 1993).
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Igualmente,se ha atribuido al INRi un papelinhibidor de la proliferaciónde las

célulasprogenitorashematopoyéticasen la LLC-B (Michaleviczy col., 1991).

2.3. Interleucina 1

la interleucina 1 <11-1) se conoció inicialmente como un polipéptido

derivadode los monocitos,queaumentabala respuestade los linfocitos 1 frentea

un estímuloantigénico.Tiene dosformas, la II-la y la 11-113, producidaspor dos

genes diferentes. Mientras que la IL-la está preferentementeasociadaa la

membranade las células,la II-1¡3 sesecretaprincipalmente.La fuentecelularmás

importante la constituyeel monocito activado.los receptoresparaestacitocina

estanpresentesencasi todaslas célulasestudiadas.La función principal de la IL-1

es ser mediadorade la respuestainflamatoria del huéspeden la inmunidad

natural. Aumenta la proliferación de las células C04, demostrándosela

transcripcióndel gen de la IL-2 y la expresióndel receptor de la IL-2. la IL-l

estimulael crecimiento(Eanchereauy col., 1994) y diferenciaciónde la célulaE.

Por último, estacitocinaactúasobreunadiversidadde célulasque funcionancomo

efectorasde las respuestasinmunes,entreellas los propiosmonocitos,paraque

aumentenla síntesisde IL-1 e induzcanla secreciónde 11-6 (Di Giovine y Duff,

1990). la actividad de la 11-1 viene moduladapor la proteínaantagonistadel

receptor de dicha citocina (Arend, 1993). La 11-1 estimula la recuperación

hemopoyéticaiii vivo actuando,probablemente,sobrelas célulasprogenitoras

hematopoyéticase interactuandosinérgicamenteconotrascitocinas(Quesenberry,

1995).

Expresión constitutiva del gen

El gende la IL-1¡3 seexpresade formaconstitutiva en las célulasde la LIC-E

(Di Celle y col.,1994),aunqueestehallazgono es unánime (Burke y col., 1993:

ICurzrocky col., 1993; Rambaldíy col., 1993). No sehadetectadoel ARNm de la IL-
la en los linfocitos E de la LIC-E (Platey col., 1993b;Di Celle y col., 1994).
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Acción de la IL-1 sobre la proliferación y diferenciación

celular en la LLC-B

La II-1¡3 juegaun papelsignificativoen la activaciónyen la diferenciaciónde

las célulasde diversasneoplasiasde estirpehematológicaE, pero sólo un papel

menoren la de los linfocitos E de laLIC-E, en los queno induceproliferación(Uggla

y col., 1987; Carlssony col., 1989; Aguilar-Santelisesy col., 1991; Digel y col.,

1991; Fluckigery col., 1992; Jewell y col., 1993; Erizardy col., 1994; Takeuchiy

Katayama, 1994> ni producciónde inmunoglobulinas(Carlssony col., 1989;

Fluckigery col., 1992).

La IL-la tampocoinducela proliferacióncelular en la LLC-E (Digel y col.,

1991; VanKooteny col., 1992).La producciónde IL-lct-por partede lascélulasE de

esta neoplasia,se ha relacionadocon la fibrosis de la médula óseaasociada

ocasionalmentea la enfermedad(Kimuray col., 1993).

Puestoque la 11-1 no inducela síntesisde ADN en lascélulasE de la LIC-E, es

improbablequeestacitocinaseaun factor decrecimientoautocrinoimportanteen

estaenfermedad,al menosactuandode forma aislada(Hoffbrandy col., 1993).

Expresión del receptor de la IL-1 en la membrana de los

linfocitos de la LLC-B

La II-la se expresaen la membranade la mayoría de las célulasde los

pacientescon LIC-E e implica la activacióndel linfocito E. El porcentajede II-la

detectadoen la superficiede las célulasleucémicasessignificativamentemayoren

pacientesenestadioO de la clasificacióndeRai y en pacientescon menorgradode

afectaciónclínica,y su expresiónaumentatras la activaciónde la tirosín-quinasa

porel empleode un ésterde forbol (Aguilar-Santelisesy col., 1993).
Tambiénsedetectael receptorde la 11-113en los linfocitos E de la LIC-E y en

los linfocitos E CDS (+) de personassanas(Platey col., 1992; Platey col., 1993b).
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Presencia de la IL-1 en el suero de los pacientes y
producción de la citocina por las células de la LLC-B en cultivo

Se haencontradoaumentadala II-la en el suerode pacientescon LLC-E, de

forma leve,pero significativa(Aguilar-Santelisesy col., 1992).
Los linfocitos 13 de la LIC-E producenIL-1¡3 de forma espontánea(Pistolay

col., 1986), y esta producciónes más baja en los estadiosavanzadosde la

enfermedad(Aguilar-Santelisesy col., 1989; Aguilar-Santelisesy col., 1991). La

secreciónde la citocinaseasocia,enunaúnicapublicación,a la expresiónanómala

de antígenosde la estirpemielomonociticaen las célulasneoplásicas(Morabito y

col., 1987).Sin embargo,el métodoempleadopor los autoresno esespecíficopara

ladeteccióndela IL-1 (Abbasy col., 1994).Se ha detectadola secrecióndeIL-la en

cantidadescasa(Aguilar-Santelisesy col., 1991).

Acción de la IL-1 sobre la apoptosis en la LLC-B

la IL-la no inhibe la apoptosisespontáneade las célulasde estaneoplasia

(Dancescuy col., 1992; Mainou-Fowlery col., 1992; Euschley col., 1993; Rojasy

col., 1994>.La II-1¡3 reducela muertecelularprogramadade los linfocitos E de la

ILC-E (Jewell y col., 1993).

2.4. Interleucina 2

La interleucina2 (11-2) sehadenominadofactor decrecimientode lascélulas

1 y es la citocina más implicada en la progresión de los linfocitos T, de la fase Gí a

la fase5 del ciclo celular.Estacitocinaesel factor autocrinode crecimientomás

importanteparalos linfocitos 1 y la cantidadde IL-2 sintetizadapor los linfocitos

CD4 activadosse relacionacon la magnitud de la respuestainmune. La 11-2

estimulael crecimientode las célulasNK e incrementasu función citolítica, dando

lugar a las células asesinas activadas por citocinas (LAK). la IL-2 actúa sobre las

células E humanascomo un factor de crecimientoy estímulopara la síntesisde

anticuerpos (Smith, 1988; Smith, 1989; Eanchereau y Rousset, 1992).

los receptores de la IL-2 (R-112) dealta afinidadaparecenen la superficiede

los linfocitos E normales de sangre periférica, cuando se les estimula con agentes
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activadoresdel tipo SAC, ésterdel forbol, anti-inmunoglobulinasy “pokeweed

mitogen”. Tambiénestápresenteen los linfocitos 7 activadosy en otrasestirpes

celulares. Este R-112 de alta afinidad estáconstituidopor la interrelaciónde, al
menos, dos cadenas: R-IL2a (CD2S) y R-112¡3 (Eurton y Kay, 1994).

Expresión de los receptores de la IL-2 en la membrana de

los linfocitos de la LLC-B y detección del receptor soluble de la IL-2

De forma más reciente, se ha sabido que las células de la LLC-E y de la LO’

expresanel receptor de la IL-2 en su superficie, en porcentajevariable,

dependiendoen gran medidadel sistemadedetecciónempleado.Así, másdel 50%
de los pacientescon ILC-E expresanla subunidada (Kay y col., 1988; Aguilar-

Santelises y col., 1993; Plate y col., l993~; Tsilivakos y col., 1994; Nakase y col.,

1994)y la ¡3 del R-I12 (Yagura y col., 1990; Burton y Kay, 1994).Se hipotetizaque la

presenciade unamasaenexpansióndecélulas E tumorales,portadorasde R-1L2 de

alta afinidad, puede contribuir de forma significativa a la inmunodeficiencia

asociada a la LIC-E (Semenzato y col., 1987;Kay y col, 1988;Eurtony Kay, 1994). El

TNFaaumentala expresiónde la subunidadadel receptorde la IL-2 enlos linfocitos

E leucémicos (Trentin y col., 1994).

De igual forma que otras células que expresan el R-112a, las células de la LIC-

E elaboran la forma soluble de esta cadena (Rs-112a) in vitro (Kay y col., 1988).

Probablemente ocurre algo semejante ira vivo, puesto que la LLC-E, así como la LO’,

se caracterizan por tener niveles séricos elevados del Rs-IL2a, cuyo origen está en

los linfocitos tumorales (Kay y col., 1988; Beguin y col., 1993). En general, los

niveles séricos del Rs-112a se correlacionan con la actividad de la enfermedad en la

LIC-E, siendo útiles como marcador del estadio, del pronóstico, e incluso del subtipo

celular -E o 1- de esta neoplasia(Semenzatoy col., 1987; Barak y col., 1992;

Srivastavay col., 1994).La presenciade nivelesséricoselevadosdel Rs-IL2ay la

producción de ese receptor por parte de las células de la LLC-B, sugieren que los

linfocitos E de esta neoplasia hematológica son células activadas para producir y

luego secretar el R-1L2 (Kay y col., 1988).
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Acción de la IL-2 sobre la proliferación y diferenciación

celular en la LLC-B

No existeevidenciade que la 11-2 funcionecomo un factor de crecimiento

autocrinoo paracrinoen la LIC-E, a pesarde que las célulasde estaenfermedad

tienenreceptoresde un tamañonormaly con capacidadde unión tambiénnormal.

Tampocoestáclaro que la IL-2 seaun factor de crecimientoin vitro o ira vivopara

lascélulas E malignasde formaconsistente(Álvarez-Mony col., 1989; Hoffbrandy

col., 1993; Hurtony Kay, 1994).La respuestaproliferativaa la IL-2 por partede las

célulasde la ILC-E es heterogénea<Karray y col., 1988c; Digel y col., 1991; Van

Kooten y col., 1992; Hoffbrand y col., 1993; Aguilar-Santelisesy col., 1994;

Tsilivakos y col., 1994), e independientede la expresióndel R-1L2 en la membrana

celular de las mismas(Yagura y col., 1990). la producciónendógenade esta

citocinase harelacionadocon la proliferaciónespontáneade lascélulasleucémicas

(Touw y col, 1987). Sin embargo,no sedetectala expresiónconstitutivadel gende

la IL-2 en los linfocitos E de la lIC-E de forma consistente(Platey col., 1993b; Di

Celle y col., 1994).

La 11-2 aumentala expresióndel ARNm del antígenode activaciónCD23 en

los linfocitos E de la LIC-E (Hivroz y col., 1989;Fourniery col., 1992).

la 11-2 inducela secreciónde inmunoglobulinasen lascélulasde la lIC-E en

reposo(Tremisi y Eích-Thuy, 1991; Poljak y col., 1993) y estimuladascon SAC

(Fluckiger y col., 1992; Pluckigery col., 1993), o bien con “pokeweedmitogen”

(Poljaky col., 1993).

Acción de la IL-2 sobre la apoptosisen la LLC-B

la 11-2 protegea los linfocitos E de la lIC-E de la muertecelularprogramada

ira viti-o, de forma dosis dependiente(Jewell y col., 1993; Huangy col., 1993;

Zinzani y col., 1994), aunque esta observación no es uniforme (Dancescu y col.,

1992; Euschle y col., 1993; Rojas y col., 1994). No se ha objetivado una acción

citotóxicadela IL-2 sobrelascélulasde la LIC-E (Zinzaníy col., 1994).
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2.5. Interleucina 3

la interleucina3 (IL-3) es conocidacomo factor estimulantede colonias

multilineal (Saelandy col., 1992; Abbas y col., 1994; Quesenberry,1995). Es

producida por los linfocitos CD4 y actúa sobre la mayoría de los progenitores

inmaduros de la médula ósea promoviendo su diferenciación. Tiene acción

sinérgica con la IL-7.

Expresión constitutiva del gen de la IL-3

las célulasde la lIC-E no expresandeformaconstitutivael gende la IL-3 (Di

Celle y col.,1994).

Acción de la IL-3 sobre la proliferación y diferenciación

celular en la LLC-B

Se ha establecido una línea celular, a partir de un paciente con LIC-E en fase

de transformación, que prolifera en presencia de la 11-3 (Thoda y col., 1991), pero

los linfocitos del enfermo en la etapa de la enfermedad sin transformación no

respondían a la citocina (Caligaris-Cappio y col., 1989; Digel y col., 1991; Thoda y

col., 1991; Trentin y col., 1994). Se ha observado que la 11-3 no aumenta la

expresióndel antígenodeactivaciónCD23 (Fourniery col., 1992).

La IL-3 no induce la diferenciación de las células de la ILC-E (Fluckiger y col.,

1992), aunque puede tener importancia en la regulación de la hematopoyesis en

esta enfermedad (Michalevicz y col., 1991).

Expresión de los receptoresde la IL-3 en la membrana de

los linfocitos de la LLC-B

Los linfocitos E de la LIC-E presentan en su membrana los receptores de la IL-

3, cuyaexpresiónaumentaencontactoconla IL-2 (Trentiny col., 1994).
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Acción de la IL-3 sobre la apoptosis en la LLC-B

la IL-3 no tieneun efectoprotectorde la apoptosisen las célulasde la ILC-E

(Dancescuy col., 1992>.

2.6. Interleucina 4

La interleucina 4 (11-4) es una citocina derivada del linfocito T CD4 (+). Se

identificó en principio como un factor de crecimientode la célulaE. Estimulala

proliferaciónde los linfocitos E humanospreviamenteactivados,peroantagonizala

acciónde la IL-2 sobreesasmismascélulas(Paul y Ohara,1987;Kishimotoy Hirano,

1988; Banchereauy Rousset,1992).Posteriormentese ha conocidoque la IL-4 es

un factor de activación para los linfocitos E, los cuales expresan niveles altos del

antígeno CD23, cuando están en cultivo con la cítocina y un anticuerpo anti-CD4O

(Eanchereau y col., 1994). Asimismo, la 11-4 induce la producción de

inmunoglobulina E y bloquea la síntesis de IENy (Abbas y col., 1991; l3anchereau y

col., 1994). Los receptores de esta citocina se detectan, mediante citometría de

flujo, en los linfocitos E activados(Kishimoto y Hirano, 1988; Eanchereauy Rousset,

1992).

Expresiónconstitutiva del gen de la IL-4

Se ha detectado la presencia del ARNmde la citocina en los linfocitos T

(Dancescu y col., 1992> y en los linfocitos E de la LLC-B en situación basal (Plate y

col., 1993b). Por el contrario, y de forma más reciente, Di Celle y col., 1994, no

detectan el ARNmde la IL-4 en las células E leucémicas.

Acción de la IL-4 sobre la proliferación y diferenciación

celular en la LLC-B

Al contrariode la acciónmáscomúnmenteadmitidaparael TNFaenla LIC-E,

la mayoríade los autorescoincidenenapoyarun efectoantiproliferativoparala IL-

4 en estaenfermedad.En estose asemejaa la forma de actuarde estacitocinaen
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otrasneoplasiashematológicas(Defrancey col., 1992; Akashi, 1993; Janseny col.,

1993).

En resumen,la 11-4 inhibe tanto la proliferaciónespontáneade las célulasE

de la LLC-E (Luo y col., 1991; Reittie y Hoffbrand, 1994),la que se encuentratras

activacióncon anti-IgM o con SAC (Carlssony col., 1989; Fluckigery col., 1994>,

como la inducida por otras citocinas -el TNFa (Luo y col., 1991; Van Kooten y col.,

1992; Van Kooten y col., l993~; Reittie y Hoffbrand, 1994), el IFNa (Iuo y col.,

1991), el lEN-y asociado a la IL-2 (Karray y col., í9SSc), la 11-2 (Karray y col., 1988a;

Karray y col., 1988c; Galanaudy col., 1990; Luo y col., 1991; Van Kooten y col.,

1992) y el factor de crecimiento de las células E de bajo peso molecular (Iuo y col.,

1991)-.

Otros estudios no observan acción de la 11-4 sobre el crecimiento celular

leucémico (Karray y col., 1988c; Carlsson y col., 1989; Kawano y col., 1989; Digel y

col., 1991; Van Kooten y col., 1992; Jewell y col., 1993). Sin embargo, se objetiva un

estímulode la síntesisde ADN al utilizar un anticuerpomonoclonalanti-CD4Opara

conseguir la activación de la célula de la LLC-E (Fluckiger y col., 1992; Crawford y

Catovsky, 1993; Flucldger y col., 1994).

La 11-4 inhibe la liberación espontánea de la 11-6 y del TNE (Reittie y

Hoffbrand, 1994).La 11-4 aumentala expresiónde las moléculasde activaciónen

los linfocitos E de esta neoplasia, entre ellas el antígeno de superficie CD23 (Hivroz

y col., 1989; Galanaudy col., 1990; Sarfati, 1993; Fluckigery col., 1994).

la acción de la ¡1-4 sobre la diferenciación de la célula leucémica es

controvertida. Mientras que unos autores atribuyen a la citocina una acción

positiva (Van Kooten y col., 1993a; Van Kooten y col., 1993b), otros observan que la

IL-4 no induce la diferenciación en la LLC-E (Karray y col., 1988a; Carlsson y col.,

1989; Luo y col., 1991; Fluckiger y col., 1992). la 11-4 no estimula la producción de

IgE en los linfocitos E de esta neoplasia (Nusslein y col., 1993; Van Kooten y col.,

1993b), y además inhibe la diferenciación inducida por la 11-2 en las células

leucémicas (Galanaud y col., 1990).

Presencia de IL-4 en el suero de pacientescon LLC-B

Se encuentran niveles elevados de IL-4 en el suero de pacientes con ILC-T, a

diferencia de otras neoplasias de estirpe celular 1 (Raziuddin y col., 1994). No se

ha estudiado en pacientes con lIC-E.
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Expresión del receptor de la IL-4 en la membrana de los
linfocitos de la LLC-B

las células E de la LLC-E expresan el receptor de la IL-4 (Gilleece y col., 1993;

Fluckiger y col., 1994>.

Acción de la IL-4 sobre la apoptosis

La 11-4 inhibe la apoptosis espontánea (Dancescu y col., 1992; Panayiotidis y

col., 1993a; Panayiotidis y col., i993b; Craig y col., 1993; Fluckiger y col., 1994;

Mainou-Eowler y col., 1994; Panayiotidis y col, 1994b; Zinzani y col., 1994) y la

inducida por hidrocortísona (Dancescu y col., 1992; Craig y col., 1993; Panayiotidis

y col., 199%), por los análogos de la adenosina (Tanghe y col., 1994), o por la 11-5

(Mainou-Fowler y col., 1994) en pacientes con LLC-E. El tratamiento de las células de

la LLC-E conIL-4 vaacompañadade un aumentoen la expresióndela proteínabcl-2

(Dancescuy col., 1992). El efecto de la IL-4 sobrela apoptosis,en la ILC-E, es

específicode estacitocína,puessesuprimeen presenciadeun anticuerpofrentea

la IL-4 (Mainou-Fowlery col., 1994).

Sólo Jewell y col., 1993, y Rojas y col., 1994, encuentranque la IL-4 no

reducede formasignificativa el nivel de apoptosisen la LLC-B.

La 11-4 no modificala expresiónde] antígenoFas(CD9S) enla membranade

los linfocitos E de la LIC-E (Panayiotidisy col., 1994a)•Esteantígenotransmiteuna

información de muerte celular programadacuandose une con anticuerpos

monoclonales.

Estosdatossugierenque la IL-4 juegaun papelesencialen la patogénesisde

la enfermedad,al impedir tanto la proliferación comola muertede las células

tumorales.

2.7. Interleuclna 7

La interleucina 7 (11-7) es un factor de crecimiento hematopoyético para

células E tempranas; estimula la proliferación de células pre-E y pro-E, pero no de
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los linfocitos E maduros (Namen y col., 1988; Henney, 1989; Saeland y col., 1992), y

no inducesudiferenciación(leey col., 1989).La IL-7 estimulaa los progenitoresde

la célula T y actúa como factor de crecimiento para timocitos, linfocitos 1 humanos

maduros y clones de células T (Kincade, 1992). Los trabajos que intentan relacionar

a estacitocinacon la fisiopatologíade la ILC-E son escasos(Digel y col., 1991;

Frishmany col., 1993; Platey col., í993a).

Expresión constitutiva del gen de la IL-7

Se detecta la expresión del ARNmde la IL-7 en las células de la LLC-E y no en

linfocitos E de personas sanas (Plate y col., 1992; Frishman y col., 1993; Plate y col.,

1993a; ¡‘late y col., 1993b). El gen de la 11-7 y su ARNmdisminuyen su expresión

en las células leucémicas tras cuatro horas en cultivo; esto no se altera tras la

adición de IL-7 exógena.La disminuciónen la expresióndel gende la IL-7 y del

ARNm de la IL-7 precedea la apoptosisde lascélulasde la LIC-E encultivo en 12 a

18 horas (¡‘late y col., i993a). Por el contrario, di Celle y col., 1994, no encuentran

la expresión del ARNmde la 11-7 en los linfocitos E de la LLC-E.

Acción de la IL-7 sobre la proliferación y diferenciación

celular en la LLC-B

La 11-7 induce la proliferación de las células de la LIC-E de forma dosis-

dependiente, sin requerir la adición de factores coestimuladores. Se detectan

mitosis exclusivamenteen los cultivos estimuladoscon IL-7, lo que indica que la

síntesis de ADN inducida por ¡1-7 conduce a la división celular. la inducción al

crecimiento se suprime por completo al añadir al medio un anticuerpo específico

frentea la citocina. (Digel y col., 1991).La 11-7 inducela expresióndel receptorde

alta afinidad de la IL-2 en las células de la ILC-E. Sin embargo, la proliferación

inducida por 11-7 no depende de la IL-2, pues no se ve afectada al añadir un

anticuerpo frente a la ¡1-2. La inducción al crecimiento de la IL-7 tampoco se ve

afectada por la IL-4, la IL-6 o el TNFa por iguales motivos, y la combinación de

citocinas-IL-7 e IL-2 o TNFa-tiene un efectoaditivoensuestímulodeproliferación.

Los antígenos de activación CD25 se expresan heterogéneamente en las células de la

LIC-E, lo que sugiere que la capacidad de proliferar en respuesta a la IL-7 no viene

asociada por la expresión de estos antígenos. Por último, la capacidad de unirse a la

11-7 marcadaconun isótopose correlacionaconla proliferación inducidapor 11-7,
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sugiriendoque una interacción directa ligando-receptores responsablede la

respuestaproliferativa (Digel y col., 1991).

El efectopositivode la11-7 sobrela proliferaciónde los linfocitos E de la LLC-

E no esobjetivadoporotros autores(Fluckigery col., 1992).la IL-7 no aumentala

expresióndel antígenoCD23 en lascélulasleucémicas(Fourniery col., 1992).

La IL-7 no inducela diferenciacióndel linfocito E de la LLC-B (Fluckigery col.,

1992).

Expresión de los receptores de la IL-7 en la membrana de
los linfocitos de la LLC-B

La expresión del receptor de la IL-7 se observa únicamente en pacientes con

LIC-E y no en controles (Digel y col., 1991; Plate y col., 1992; Frishman y col., 1993).

El receptor de la IL-7 permanece intacto tras cuatro horas en cultivo (¡‘late y col.,

l993a).

Producción de la IL-7 por las células de la LLC-B en cultivo

Los linfocitos E de la ILC-E, a diferencia de los linfocitos E normales,

producen 11-7 (Plate y col., 1992; ¡‘late y col., l993a).

Acción de la IL-7 sobre la apoptosis en la LLC-B

La IL-7 no inhibe la apoptosis de las

Dancescu y col., 1992; Euschle y col., 1993).

célulasde la LIC-E (Digel y col., 1991;

2.8. Interleucina 8

la interleucina 8 (11-8) es un activador potente de los neutrófilos. Pertenece

a la familia de lascitocinasinflamatoriasde bajo pesomolecular(Baggiolini y col.,

1994). Otrade estascitocinases la proteínaquemotácticade los monocitos1 (MCP-

1, del inglés “monocytechemotacticprotein-1”).
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Expresiónconstitutiva del gen de la IL-8

Las células de la LLC-E expresan, en situación basal y de forma marcada, el

ARNm de la IL-8 (Toblery col., 1993; Di Celley col., 1994). Esteresultadocontrasta

con el obtenido en células normales de amígdala CD5 (+), en las que Di Celle y col.,

1994, sólodetectanel ARNm de la IL-8 endosde nuevemuestrasestudiadas.

Expresión de los receptores de la IL-8 en la membrana de
los linfocitos de la LLC-B

No seobservala expresióndel receptordela 11-8 (Toblery col., 1993).

Presencia de la IL-8 en el suero de los pacientes
producción de la citocina por las células de la LLC-B en cultivo

y

Se encuentran niveles elevados de IL-8 en el suero de pacientes con LLC-E (Di

Celle y col.,1994).

Estas células liberan IL-8 de forma espontánea y, más todavía tras

estimulación. Esta 11-8 purificada de los sobrenadantes de células en cultivo de LIC-

E es bioactiva en un ensayoquimiotáctico para neutrófilosy esa actividad se

inhibe, de forma específica,en presenciade un anticuerpoanti-lL-8. La cantidad

de IL-8 liberada por los linfocitos normales de amígdala CD5 (+), no estimulados, es

significativamente menor que la de las células de ILC-E, lo que hace pensar en un

estado de activación del clon leucémico (Di Celle y col., 1994).

2.9. Interleucina 10

La interleucina 10 (II-lO) induce

diferenciaciónde los linfocitos E normales

menos activa en este sentido que la IL-2 y

(Eanchereau y Rousset, 1992; Rousset y col.,

1994; Eanchereau y col., 1994; Mosmann,

la proliferación y, sobre todo, la

humanos previamente activados, y es

la ¡1-4. Inducela producciónde IgG4

1992; Moore y col., 1993; Abbas y col.,

1994). Además, inhibe la síntesis de
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citocinas por parte de las células 1, y aumentael númeroy la función de los

linfocitos 1 citotóxicos (Quesenberry, 1995).

Expresión constitutiva del gen de la IL-lO

las células de la LLC-E expresan en situación basal niveles bajos del ARNmde

la II-lO (Finke y col., 1993; Plate y col., í993b).

Acción de la IL-lO sobre la proliferación y diferenciación
celular en la LLC-B

la IL-lO inhibe en más de un 50% la síntesisespontáneade ADN de las

células de la LIC-E, y reduce en más de un 30%la síntesis de ADNen los linfocitos

leucémicosactivados-tras el empleode un anticuerpoanti-IgM o de partículasde

SAC, usadossoloso en combinacióncon IL-2-. El efectoinhibitorio de la II-lO es

dosis-dependiente,con un efecto máximo con 100 ng/mí, -una concentración

similar a aquella que induce el crecimiento de células 13 normales-. la IL-lO no

inhibe la incorporaciónde timidina obtenidaen respuestaa la interleucina 2

(Fluckigery col., 1994). Otros hallazgosatribuyena la II-lO una acciónpositiva

sobrela proliferacióncelularen la LIC-E, que sesuprimemediantela inhibición de

la síntesis de dicha citocina (Peng y col., 1995).

La II-lO induce la síntesis de ADNen las células de la LIC-E activadas

mediante el anticuerpo anti CD4O, actuando la citocina de forma sinérgica con la II-

2, objetivándose un aumento en la expresión del CD2S en estas células leucémicas.

Se ha hipotetizadoque la acción de la IL-lO esla de permitir la respuestade los

linfocitos neoplásícos a la 11-2 a través de la inducción de los receptores de alta

afinidad de la ¡1-2 enesascélulas(Fluckigery col., 1993; Lagneauxy col., 1994).

la IL-lO aumenta la secreción de IgM en las células de la LLC-E, activadas

mediante un anticuerpo anti-CD4C, o bien coestimuladas con SAC y también de

forma sinérgica con la IL-2 (Fluckiger y col., 1993; Fluckiger y col., 1994).
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Acción de la IL-lO sobre la apoptosis

La inhibición de la síntesis de ADN inducida por la II-lO se asocia a un

descenso en la viabilidad celular, que sigue a una apoptosis de las células de la LLC-

E (Fluckiger y col., 1994; Itoh e Hirohata, 1995).

La 11-10 inhibe la supervivenciay la síntesisde AUN de lascélulasde LIC-E,

mientrasqueaumentala secreciónde inmunoglobulinas.Estoshallazgosllevan a

Fluckiger y col., 1994, a considerar a la IL-lO en la inmunoterapia de las LIC-E

quimiorresistentes. Por el contrario, fruto de la disparidad de resultados sobre esta

citocina, otros autoressugierenque la ¡1-10 puedeser un factor de crecimiento

autocrinoenla LIC-E (Pengy coL, 1995;Rozmany Montserrat,1995).

2.10. Factor de crecimiento transformador beta

Tanto las células 1 activadas por un estimulo antigénico, como los monocitos

activadospor polisacáridosecretanel factor de crecimientotransformadorbeta

<TGFjB, del inglés “Transforming growth factor”). Sus acciones son altamente

pleiotrópicas. El TGE¡3 inhibe el crecimiento de numerosos tipos celulares y estimula

el crecimientode otros (Abbas y col., 1994).Los linfocitos E normalesexpresanel
TGF¡3 y la neutralizacióndel TGF¡3 endógenoda lugara una respuestaproliferativa

aumentada por parte de estas células (Lotz y col., 1994). El TGF3 inhibe la síntesis

de ADNinducida por la 11-2 en los linfocitos E normales <Eanchereau y Rousset,

1992) y puede inducir la secreción de IgA (Abbas y col., 1994).

Expresión constitutiva del gen del TGFI3

los datos que existen hasta el momento son discordantes. Para unos autores,

la expresión del TGF¡3 está aumentada en las células de la LLC-B en relación a los

linfocitos E normales(lotz y col., 1994). Paraotros, los linfocitos E de personas

normales y de pacientes con LIC-E tienen niveles bajos o indetectables del ARNm

del TGF¡3 (Israels y col., 1993).
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Acción del TGF¡3 sobre la proliferación y diferenciación
celular en la LLC-B

Los linfocitos E de la LIC-E son sensiblesa estacitocina. El empleode un

anticuerponeutralizantedel TGF~ (anti-TGF¡3) aumentala proliferación de las

célulasde la lIC-E, enausenciadeotro estímulo(Lagneauxy col., 1994; Loa y col.,
1994).Además,la adicióndel TGFj3 inhibe, de forma heterogénea,la proliferación

celularespontánea(Moorey col., 1993; Lagneauxy col., 1994),la inducidapor un

ésterdel forbol, un anticuerpoanti-p, la IL-2 o el mismoanti-TGFI3(Iagneauxy col.,

1994; Loa y col., 1994).El TGF¡3 inhibe la síntesisdeADN en los linfocitos normales

y tumorales,pero enéstosenmenorproporción;estadiferenciapuedeexplicar la

acumulaciónselectivade los linfocitos E leucémicosen la ILC-E (Israelsy col.,

1993).
El TGF¡3 reducela proliferaciónde las célulasE de la LIC-E inducidapor un

anticuerpoanti-CD4O,perono la inhibe porcompleto(Loa y col., 1994).

El TGFI3 no inducela diferenciaciónde las célulasde la ILC-E estimuladascon

anti-IgM o anti-CD4O(Fluckigery col., 1992).

Presencia del TGF¡3 en el suero y producción del TGF¡3 por
las células de la LLC-B en cultivo

Se ha detectado un nivel elevado de TGF~ enel plasmadepacientesconLLC-B

(Loa y col., 1994).

Los resultados son contradictorios en lo que se refiere a la capacidad de las

células de la LLC-B de producir TGF¡3. Mientras para un grupo de trabajo los

linfocitos E leucémicos secretan cantidades bajas de la citocina (Israels y col., 1993),

para otro, las células del estroma de la médula ósea de pacientes con ILC-E

producen más TGF¡3 que las personas sanas (Lagneaux y col., 1992). Lotz y col.,

1994, observan que los linfocitos E de la LIC-E secretan TGF¡3, tanto de forma

espontánea, como tras su activación con anti-IgM y un éster del forbol. Moore y col.,

1993, encuentran que las células leucémicas secretan un mayor porcentaje de TGF¡3

bioactivoquelos linfocitos E normales.
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Acción del TGF¡3 sobre la apoptosis en la LLC-B

El TGF¡3 no protege de la apoptosis a las células de esta neoplasia

hematológica(Dancescuy col., 1992; Tanghey col., 1994).

El TGF¡3 puedefuncionarcomo un inhibidor del crecimientoautocrino,

responsableenpartede la bajarespuestadeproliferaciónde las célulasleucémicas

y de la lentaprogresiónde estaenfermedad(loa y col., 1994).

2.11. Interferón alta

la fuenteprincipal deestacitocina esel monocito.El interferón alfa (IFNa) no

induce la síntesis de ADN en los linfocitos E normales (Eanchereauy Rousset,

1992).

Acción del IFNa sobre la proliferación y diferenciación

celular en la LLC-B

El IFNa no tiene acción alguna (Van Kooten y col., 1992; Eurke y col., 1993;

Jewell y col., 1993), o induce una respuestaproliferativa heterogéneade los

linfocitos E leucémicosen reposo(Ostlundy col., 1986; Ostlund y col., 1988; Luo y

col., 1991; Panayiotidis y col., í994b)~ o bien activados con un anticuerpo ant!-

inmunoglobulina (Karray y col., l988b; Karray y col., í988c). Esta citocina aumenta

la proliferación inducida por la 11-2 (Karray y col., 1988c; Erizard y col., 1994),

hallazgo no objetivado por Jewell y col., 1993. El IFNa aumenta la expresión del

ARNm del antígenode activación CD23 en los linfocitos E de la ILC-E (Fourniery

col., 1992).
Heslop y col., 1990, sugieren que el IFNa puede realizar su efecto terapeútico

en la LIC-E y en la ICP mediante la interrupción de la producción de factores de

crecimiento autocrino. Así, observan la reducción del acúmulo del ARNmde una

variedad de citocinas, incluyendo la IL-la y ¡3, el TNFa y la IL-6. De igual forma,

Eianchi y col., 1988, demuestran que el IFNa disminuye el acúmulo del ARNmdel

TNFa en las células E de la lIC-E, al tiempo que reduce la expresiónde los
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receptoresdel INFa enesosmismoslinfocitos. Jewelly col., 1992, objetivanque el

IFNa no desarrolla su acción terapeútica a través del aumento de la actividad MCo

LAK. La respuestaclínicaal IFNano guardarelacióncon los efectosqueestacitocina

realiza, de forma heterogénea,sobre la síntesis de AUN y transformación

morfológica en las células de la ILC-E (Panayiotidis y col., 1990).

La asociaciónde IFNacon lipopolisacáridono inducede forma significativala

producción de IgM o de IgG por parte de los linfocitos E leucémicos (Poljak y col.,

1993).

Expresión del receptor del IFNa en la membrana de los

linfocitos de la LLC-B

Los linfocitos E de la lIC-U presentan en su membrana el receptor de esta

citocinade forma heterogénea(Dadmarzy col., 1986; Óstlund y col., 1989b).Ita

expresióndel receptorse relacionacon el estadiode la LIC-E, de forma que los

estadios más avanzados de la enfermedad se asocian con un número bajo de

receptores, y la enfermedad temprana se caracteriza por la presencia de un número

alto de los mismos(Dadmarzy Cawley, 1988>.la expresióndel receptordel ¡ENa se

asociaconla presenciadel antígenoCD23, lo quelleva a sugerirqueestoslinfocitos

tumoralessoncélulasactivadas(Dadmarzy Cawley, 1988)

Acción del IFNa sobrela apoptosisen la LLC-B

El liNa aumenta, de forma dosis dependiente, la expresión de la proteína bcl-

2 en las células de la LLC-E, y protege a éstasde la apoptosisque sufrende forma

espontánea, o la inducida por hidrocortisona, o por radiación gamma(jJewell y col.,

1993; Parxayiotidis y col., l993~; Jewell y col., 1994b; Panayiotidis y col., 1994b).

Estos hallazgos ira viti-o indican que la respuesta clínica que presentan algunos

pacientes al liNa no puede ser explicada por un efecto citotóxico directo de la

citocina sobre las células de la LIC-E circulantes (Panayiotidis y col., 1994b; Zinzani

y col., 1994).El liNa aumentade igual forma la expresiónde bcl-2 en las células

malignas ira vivo (Jewell y col., 1994b). Chaouchi y col., 1993, objetivan que el IFNa

inhibe la apoptosisde los linfocitos leucémicossin aumentarla expresiónde la

proteína bcl-2.

El liNa aumenta la expresión del antígeno Fas en la membrana de los

linfocitos E de la LIC-E (Panayiotidis y col., l994a).
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2.12. Interferón gamma

lascélulasqueproducenestacitocinason los linfocitos T y lascélulasMC. El

interferón gamma(IFN) no inducela síntesisde ADN en los linfocitos E normales

(Eanchereauy Rousset,1992). El IFN estimula,entreotrasacciones,al linfocito E

paraqueproduzcainmunoglobulinas<Abbasy col.,1994).El IFN inhibe el estímulo

de la ¡1-4 sobrela expresióndel CD23 en los linfocitos E (Banchereauy Rousset,

1992).

Expresiónconstitutiva del gen del IFN en la LLC-B

Se ha detectadola presenciadel ARNm en los linfocitos E de la LIC-E sin
activar (Buschley col., 1993; Platey col., l993b).

Acción del IFN sobre la proliferación y diferenciación

celular en la LLC-B

El IFN estimulala síntesisde AUN en la mayoríade los pacientesconLLC-B,

cuyoslinfocitos E hansido activadosa travésde un anticuerpoanti-CD4O(Fluckiger

y col., 1992). Sin embargo,cuandoesoslinfocitos sonactivadoscon SAC¡, o bien

con anticuerposanti-Ig, el IFN no inducela proliferacióncelular (Karrayy col.,

1988c; Carlssony col., 1989; Engel y col., 1989). En las células leucémicassin
activar,el IFN tampocoestimulael crecimiento(Karray y col., 1988c;Ostlundy col.,

1989a;Van Kooteny col., 1992; Burkey col., 1993;Buschley col., 1993),aunquela

respuestaa la citocinaesheterogénea(Ostlund y col., 1986; McManusy col., 1993).
El ¡FN sí aumentala proliferación inducida por la IL-2 (Karray y col., 1988c;

McManusy col., 1993; Erizard y col., 1994), aunqueestehallazgono esunánime

(Carlssony col., 1989).
El IFN induce la proliferación de los linfocitos T rumoralesen la LLC-T

(Alfinito y col., 1994).
El IFN aumentala expresióndel ARNm del antígenode activaciónCD23 en

los linfocitos E de la LLC-E, al contrario de lo que sucedeen el linfocito E normal

(Fournier y col., 1992). Estacitocinano inhibe la inducciónde la expresióndel

CD23,que lleva a cabola 11-4y la IL-2 (Hivroz y col., 1989).
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La acción del IFN sobre la diferenciaciónde la célula leucémicaes

controvertida.Mientras que unos autoresatribuyen a la citocina una acción

positiva en la inducción de la diferenciación del linfocito E de la LLC-E (Tremisi y

Bich-Thuy,1991),otrosno encuentraneseefecto(Engely col., 1989).

Expresión del receptor del ¡FN en la membrana de los
linfocitos de la LLC-B

Se observala presenciadel receptorde estacitocinaen la membranade las

células tumorales,aunquela densidadantigénicaes baja (Euschley col., 1993;

Rojasy col., 1994).Despuésdecuatrodíasencultivo conIFN, los linfocitos E delos

pacientesde LIC-E con mal pronóstico-estadiosIII y IV de la clasificaciónde Rai-

aumentanla expresióndel receptorde la citocinaen su membrana(Rojasy col.,

1994).

Presenciadel IFN en el suero de los pacientesy producción

de la citocina por las células de la LLC-B en cultivo

Se detectannivelesséricosde IFN elevadosen los pacientescon LIC-E y no

enpersonassanas(Euschley col., 1993),aunqueno esun hallazgounánime(Rojas

y col., 1994).El nivel de IFNy estátambiénelevadoenel suerode los pacientescon

lLC-T (Raziuddiny col., 1994).

Los linfocitos E de la LIC-E (Euschley col., 1993),así comolos 1 de la LLC-T

(Alfinito y col., 1994),sintetizan¡FN.

Acción del IFN sobre la apoptosis

Esta citocina inhibe la muerte celular programada, de forma dosis

dependiente,y promuevela supervivenciade las célulasde la LIC-E en cultivo. El
IFN, al retrasarla apoptosis,puedeprolongarla vida mediade las célulastumorales

y contribuir, por lo tanto, a su acumulaciónclonal (Euschley col., 1993; Jewell y

col., 1993; Kobayashiy ccl., 1993; Panayiotidisy col., 1993b; Panayiotidisy col.,

1994b;Rojas y col., 1994). la inhibición de la apoptosisseasociaal pronósticode
la enfermedad,siendoel porcentajede inhibición mayor en los pacientescon

estadiosavanzadosde la LIC-E (Rojasy col., 1994).
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El IEN induce la expresióndel antígenoFas (Panayiotidisy col., l993~;

Panayiotidisy col., 3-994a).

2.13. Otras citocinas

2.13.a. Interleucina 5

La acción principal de la interleucina 5 (IL-5) es la de estimular el

crecimientoy diferenciaciónde los eosinófilos y la de activar a los eosinófilos

maduros, de forma que puedan eliminar a los helmintos (Abbas y col., 1994). Los

linfocitos E normales expresan el receptor de la ¡1-5 (Eaumann y col., 1992),

citocinaque escapazde aumentarla secreciónde IgM de dichascélulasactivadas

con SAC. Estaacciónla realizasinérgicamentecon la IL-2 y la 11-4 (Kishimoto y
Hirano, 1988; Bertolin! y col,, 1993>.Tambiénesun factor de crecimientoparalas

células E previamenteactivadas(Kishimoto y Hirano, 1988). El receptor de

membranade la IL-5 pertenecea unafamilia de receptoresde citocinas,formado

ademásporla IL-3 y e] factorestimuladordecoloniasgranulociticasy macrofágicas

(Kishimotoy col., 1995).

Expresiónconstitutiva del gen de la IL-5

Las células de la LLC-B no expresan

(Platey col., l993~; Di Celle y col.,1994).

Acción de la IL-5 sobre

celular en la LLC-B

de forma constitutivael gende la IL-5

la proliferación y diferenciación

la ¡1-5 no induce la proliferación ni la diferenciación de las células de la lIC-

E (Carlsson y col., 1989; Digel y col., 1991; Fluckiger y col., 1992; Mainou-Fowler y

col., 1992; Rayes y col., 1993). Esta citocina no aumenta la expresión del antígeno

CD23 enesascélulas(Fourniery col., 1992).
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Expresión del receptor de la IL-5 en la membrana de los
linfocitos de la LLC-B

Los receptoresde estacitocinaestánpresentesen los linfocitos deuna línea

celularmurinadeLLC-E (Mita y col., 1988).No seha investigadola formade unión

de la IL-5 a los linfocitos E de la LIC-E humana.

Acción de la IL-5 sobre la apoptosísen la LLC-B

Se haobservadoque la 11-5 inducela apoptosis(Mainou-Fowlery col., 1992;

Mainou-Fowlery col., 1994), o no protegede ésta(Dancescuy col., 1992), a los

linfocitos E de la LIC-E por un mecanismoindependientede la expresiónde la

proteínabcl-2.

2.13.b. Interleucina 6

Se exponecon detalle en un capítulodedicadoa estacitocina, dada su

importanciaenesteestudio.

2.13.c. Interleucina 9

la interleucina 9 (IL-9) es un reguladorde la eritropoyesisy un factor

estimuladordel crecimientode los linfocitos 1 activadoshumanos(Renanídy col.,

1993).No tiene unaacciónconocidasobrelos linfocitos E humanos(Abbasy col.,

1994). La IL-9 compartecon otras interleucinas(IL-2, IL-4, 11-7, IL-9, IL-15) la

cadenay de su receptorde membrana,de ahí la redundanciade funcionesde las

citocinascomofactoresde crecimientode lascélulasT (Kíshimotoy col., 1995).

Se ha observadoque la IL-9 esun factor autocrinopara el crecimientoira

viti-o de una línea celularde linfoma de Hodgkin (Renauldy col., 1993). No hay

estudios que demuestren que esta citocina esté implicada en la fisiopatología de la

LIC-E.
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2.13.d. Interleucina 11

La interleucina 11 (11-1 1) es una citocina derivada de los fibroblastos de la

médula ósea, con una gran variedad de actividades.Entre ellas están: el

mantenimientode ciertas líneasde plasmacitomae hibridomay la sinergiacon la

IL-3 en la formaciónde coloniasde megacariocitos,junto conel acortamientode la

fase Go del ciclo celular de los progenitores no comprometidos de la médula ósea.

Suacciónseconfundeennumerosasocasionescon las realizadasporla ¡1-6 (Yangy

Yin, 1992; Gearing, 1993), citocina con la que comparte la molécula gpl3O como

transductora de señal (Kishimoto y col., 1995).

No hayestudiosquerelacionena la II-li con la LIC-E.

2.13.e. Interleuclna 12

Se la denominó inicialmente factor estimulador de la célula NK y factor de

maduración del linfocito citotóxico. Entre sus funciones está la de aumentar la

actividad citotóxica de las células 1 y NK y la de regular la producción de IFN. la

fuente fundamental de la interleucina 12 (11-12) son los monocitos, aunque

también la producenlos linfocitos E. Sobreel linfocito E, inhibe la síntesisde IgE

inducida por la 11-4 (Trinchieri y Scott, 1994). El receptor de membrana de la 11-12

pertenece a la familia del receptor de citocinas gpl3O (Kishimoto y col., 1995).

No hayestudiosqueconectena la 11-12 con la ILC-E.

2.13.f. Interleuclna 13

La interleucina 13 (11-13) es una citocina producida por el linfocito T

activado y que comparte homología con la IL-4 (Minty y col., 1993). La IL-13 realiza

sobrelas célulasE normalesgrannúmerode las accionesdesarrolladaspor la 11-4.

Así, induce una proliferación intensa y prolongada de los linfocitos E estimulados a

través del sistema del CD4Oo por anticuerpos anti-IgM; estimula la secreción de

lgG4 e IgE, e induce la expresión del antígeno CD23 en las células E en reposo
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(Briere y col., 1993; McKenziey col., 1993; Punnoneny col., 1993;Eanchereauy

col., 1994; Defrancey col., 1994; Punnoneny de Vries, 1994).Por otra parte,la IL-

13 estimulala proliferaciónde las célulasT e inhibe la producciónde las citocinas

inflamatoriasliberadasporlos monocitos(Quesenberry,1995>.

Acción de la IL-13 sobrela proliferaclón celular en la LLC-B

La IL-13 inducela síntesisde AUN en los linfocitos E de la LLC-E activados

medianteun anticuerpoanti-CD4O,aumentala recuperaciónde célulasviablesen

el cultivo, e incrementala expresióndel antígeno CD23. La acción sobre la

proliferacióncelular la realizadeformadosisdependientey sinérgicamentecon la

IL-lO (Fluckigery col., 1994).Estasaccionessonsimilaresa las realizadaspor la IL-4

en lasmismascondicionesde cultivo celular.

A diferenciade la acción de la IL-4, la IL-13 no inhibe la proliferación,

inducida por la IL-2, de los linfocitos E de la LIC-E activadosmedianteun

anticuerpoanti-IgM. La IL-13 tampocoaumentala expresióndel antígenoCD23 en

los linfocitos E de la LIC-E en reposo,o bien activadosa travésde un anticuerpo

anti-lgM (Flucldgery col., 1994>.

Acción de la IL-13 sobre la apoptosis

La 11-13 no impide la entradaen apoptosisde las células E de la LIC-E

activadasa travésde un anticuerpoanti-IgM (Fluckigery col., 1994),al contrariode

la acciónrealizadapor la 11-4.

2.13.g. Interleucina 14

La interleucina 14 (11-14) fue denominadaen un principio factor de

crecimientode células E de alto pesomolecular (HMW-ECGF, del inglés “high

molecularweight - 13 celí growthfactor”).

Se hasugeridoque laproducciónautocrinao paracrinade1h44puedejugar

un papelrelevanteen la rápidaproliferaciónde los linfomasagresivosno Hodgkin

decélulasE (Fordy col., 1995),pero no hayestudiosqueatribuyana la IL-14 una

acciónenel desarrollode la ILC-E.
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2.13.h. Interleucina 15

La producción de interleucina 15 <11-15) se ha detectadoen una gran

variedad de células. Desde un punto de vista inmunológico, la fuente más

importantede producciónde la citocina son los monocitos activados.La IL-iS

compartemuchaspropiedadesbiológicascon la 11-2. La 11-15 activa lascélulasNK

humanasa travésdecomponentesdel receptorde la IL-2 (Arza y col., 1994; Carson

y col., 1994).La IL-iS realizasobrelos linfocitos E una acciónsimilar a la llevadaa

cabopor la IL-2 sobreesalínea celular.Así, la IL-iS coestimulala proliferaciónde
los linfocitos E activadoscon anti-IgM humanao con un ésterdel forbol, pero no

tiene ningún efecto estimuladorsobre las células E en reposo.La IL-iS es un
inductor potente de la secreciónde IgM, IgG~ e IgA, en combinacióncon un

anticuerpoanti-CD4O (Armitage y col., 1995).

No hayestudiosqueimpliquena la II-ls en la fisiopatologíade la LLC-E.

2.13.1. Interleuclna 16

la interleucina16 (11-16),denominadapreviamentefactorquemotácticode

linfocitos, es una linfocina secretadapor los linfocitos T CD8 (+) activados,que

actúaselectivamentesobrelas célulasCD4 (4) a travésde su receptorCD4. Este

factor solubleha sido implicado en la inhibición de la replicacióndel virus de la

inmunodeficienciahumana(Eaiery col., 1995; Faucí, 1995; Labergey col., 1995).

No hayestudiosqueatribuyanun papela la IL-16 en la génesisde la LLC-B.

2.13.J. Factor inhibidor de leucemias. Factor
neurotrófíco ciliar. Oncostatina M. Cardiotroplna 1

Factor inhibidor de leucemias

El factor inhibidor de leucemiasno tiene una acción conocidasobre la

funciónde los linfocitos de personassanas.Se describeinicialmentecomoun factor
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inhibidor de una línea de melanomahumano(Alcira y col., 1993).Intervieneen la

diferenciaciónde la célulaleucémicamieloidey tiene unaacciónsinérgicacon la II-

3 en el estímulo de las célulasprogenitorashematopoyéticas(Gearing, 1993).

Estimulala proliferación de los progenitoresde los megacariocitos.Susacciones

son,en muchoscasos,similaresa las de la ¡1-6, II-li, oncostatínaM, cardiotropina

1 y el factor neurotróficociliar. Estasseis citocinascompartenla glicoproteina

gpl3O del receptorde membrana,que constituyeel transductorde la señal de

dichasmoléculas(Fourciny col., 1994;Zhangy col., 1994;Kishimotoy col., 1995).

Factor neurotrófico ciliar

El factor neurotróficociliar promuevela supervivenciade las neuronas

ciliaresy afectaa la diferenciaciónglial. No tieneuna accióndeterminadasobrelos

linfocitos depersonassanas(Gearing,1993). Comparteaccionescon la IL-6 (AUra

y col., 1993; Kishimotoy col., 1995>.

Oncostatina M

La OncostatinaM es producidapor los linfocitos 1 y monocitosactivados.

Entre las accionesdesarrolladasestacitocina seencuentrala de interveniren la

diferenciaciónde la célulaleucémicamieloide (Gearing,1993). Comparteacciones

con la 11-6, entre las que destacala inducción de proteínasde fase agudaen el

hígado (Alcira y col., 1993; Kishimoto y col., 1995). La OncostatinaM puede

interveniren la regulaciónde la mielopoyesis,al inducir la expresióncelularde los

factoresdecrecimientohematopoyéticos(Brown y col., 1993).

Cardiotropina 1

La cardiotropina1 es unacitocina que induce la hipertrofia del miocito

cardiaco<Kishimoto y col., 1995). Al igual que el restode las citocinasenglobadas

en esteapartado,compartela glicoproteinagpl3O del receptordemembrana.

Ninguna de estascuatro citocinas tiene un efecto demostradosobre la

fisiopatologíade la LLC-B.
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2.13.k. Factor estimulador de colonias granulociticas
y macrofágicas. Factor estimulador de colonias granulocíticas.
Factor estimulador de colonias macrofágicas

Las citocinas que estimulanla expansióny diferenciaciónde las células

progenitorasde la médulaóseasedenominanen conjuntofactoresestimuladores

decolonias(CSF,del inglés “Colony-stimulatingFactors”).

GM-CSF

El factor estimuladorde coloniasgranulocíticasy macrofágicas(GM-CSF)

regula la proliferación y diferenciación de las células progenitorasde los

neutrófilos,eosinófilosy monocitos.No tiene acción sobrelos linfocitos (Nicola,

1987). Su acción sobre las célulashemopoyéticascoincide parcialmentecon la

desarrolladapor la 11-3, con la que comparteun transductorde señalcomún

(Kishimotoy col., 1995).

No se ha encontradola expresiónconstitutiva del gen del GM-CSE en las

célulasde la LIC-E (Di Celley col.,1994).

Estacitocinano inducela proliferaciónni la diferenciaciónde las célulasde

la LLC-E (Fluckigery col., 1992; Tilí y col., 1995).Por el contrario, Trentin y col.,

1994, objetivan que este factor de crecimiento realiza una pequeñaacción

proliferativasobrelos linfocitos E de la LIC-E. El GM-CSFaumentala proliferación

inducida por la 11-2 y por el INRi (Trentin y col., 1994).

Los linfocitos E de la LLC-E presentan en su membrana los receptores del GM-

CSF, cuya expresión aumenta en contacto con la 11-2 (Trentin y col., 1994). Sin

embargo, este hallazgo no es unánime (Tilí y col., 1995).

los linfocitos B de personas sanas -estimulados-, y de pacientes con LLC-E,

bien en reposo (Zupo y col., 1992) o tras activación con SAC1 (Pistoia y col., 1993),

secretan GM-CSF.

G-CSF

El factor estimulador de colonias granulocíticas (G-CSF) regula la proliferación

y diferenciación de las células progenitoras de los neutrófilos y no tiene acción
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sobrelos linfocitos (Nicola, 1987).El receptordemembranadel G-CSFpertenecea la

familia del receptordecitocinasgpl3O (Kishimotoy col., 1995).

Los linfocitos E de la LLC-B presentanen su membranalos receptoresdel G-

CSF, cuyaexpresiónaumentaen contactocon la 11-2 (Trentin y col., 1994). Los

linfocitos E activadosde personassanasy de pacientescon LLC-B secretanG-CSF

(Corcioney col., 1992; Pistoiay col., 1993).El G-CSFno estimulala proliferaciónde

lascélulasE de la LLC-B (Trentiny col., 1994).

M-CSF

El factor estimuladorde coloniasmacrofágicas(M-CSF) regulala proliferación

y diferenciaciónde las célulasprogenitorasde los monocitosde la médulaóseaa

monocitosy macrófagosmaduros,y no tiene acciónsobre los linfocitos (Nicola,

1987). El receptor del M-CSF se expresapredominantementeen macrófagos,

monocitosy susprecursoresde la médulaósea(Aracil, 1994).

los nivelesséricosde M-CSF, disminuidosen los pacientescon LIC-E en

estadiotempranode la enfermedad,aumentansi existerespuestaal tratamiento

conIENa (Jewell y col., í994a).

2.13.1. Factor de células “stem”

También se denomina factor de crecimiento de mastocítos, producto del

locus “steel” y ligando del receptor c-kit. Interviene en la proliferación de los

precursores de las células E normales (Saeland y col., 1992). El protooncogen c-kit es

el receptor de la citocina y se expresaen la mayoría de los precursores

hematopoyéticos(Aracil, 1994).

El factor decélulas“stem” tiene un efectoestimuladorsobrelos linfocitos E

de la LIC-E, si biende formaheterogénea(Kleine y col., 1992).
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2.13.m. Erltropoyetina

la eritropoyetina es producida fundamentalmentepor las células

intersticialesperitubularesrenales.Los receptoresde estacitocinase encuentran

en los eritroblastos.La célula dianamásimportantede la eritropoyetinason las

unidadesformadorasde coloniaseritroides(CPU-E,del inglés “Colony-fornúngunit-

erythroid”). Una de las accionesde la citocinaesla dedisminuir el porcentajede

progenitoreseritroidesqueentranen apoptosis,permitiendosu maduraciónfinal

(Quesenberry,1995).

Los progenitoreseritroides de la LIC-E son sensiblesa la eritropoyetina

humanarecombinanteira viti-o y sehasugeridoqueestacitocinapuedeserútil en

algunospacientes,independientementede la infiltración linfocitaria en la médula

ósea(Tsatalasy col., 1994).

2.13.n. Trombopoyetina

La trombopoyetina,tambiéndenominadaligando del receptorc-mpl, está

implicada en el estimulo de la produccióny maduraciónde los megacariocitos

(Schick, 1994; Kaushausky,1995). La ¡1-11, el factor de células “stem” y la

eritropoyetinaactúansinérgicamentecon la trombopoyetinaen el estímulode la

proliferaciónde las unidadesformadorasde coloniasde megacariocitos(Broudyy

col., 1995).

No existenestudiosquerelacionena la trombopoyetinacon la LIC-E.

213.ft. Factor de necrosis tumoral beta o linfotoxina

El factor de necrosistumoral beta(TNF¡3) inducela síntesisdeADN en los

linfocitos E normales,estimuladoscon anti-IgM o SAC (Eanchereauy Rousset,
1992). Compitecon el TNFaenla uniónal receptorde membrana.

No sehaencontradola expresiónconstitutivadel gen de estacitocinaen las

célulasE de la LLC-E (Trentiny col., 1993).
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El TNF¡3 no inducela señalde proliferaciónen los linfocitos E de la LLC-E

(Trentin y col., 1993>,salvode formaheterogénea(Digel y col., 1991)y sólo tras ser

activadoscon SAC1 (Álvarez-Mony col., 1993). Por el contrario,Mobertsy col.,

1989, encuentranque el TNFj3 puedeactuarcomo factor de crecimientode las

célulasE de la lIC-E, en un estudiorealizadocon sólo seis pacientes.El TNF¡3 no

aumentala expresióndel antígenoCD23 enlascélulasE de la LLC-B (Fourniery col.,

1992).

El TNF¡3 no protegede la muertecelularprogramadaa los linfocitos E de la

LIC-E (Sarfati, 1993).

2.13.o. Interferón beta

El Interferónbeta(IFN¡3) constituyeel segundogruposerológicodel IFN tipo 1.

El IFN¡3, a pesarde suescasasimilitud estructuralconel IENa, seune al mismotipo

de receptor celular que estaotra citocina. Ambos interferonesparticipanen la

inhibición de la replicaciónviral y en la supresiónde la proliferacióncelular

(Abbasy col., 1994).

El IFN¡3 induce la proliferación de los linfocitos E de la ILC-E de forma

heterogéneay sin diferenciaevidentecon el IFNa o el IFN (Óstlundy col., 1986;

Óstlund y col., l
989a).

El IFN¡3 aumentala expresiónde la proteínabcl-2 en las célulasde la LIC-E, y

protegea éstasde la apoptosisque sufrende formaespontánea(Panayiotidisy col.,

1993b).

2.13.p. Factor de crecimiento básico de los
fibrob lastos

El factor de crecimientobásicode los fibroblastos(bFGF, del inglés, “basic
fibroblastgrowth factor”) esun factor decrecimientopleiotrópico,que actúajunto

con el factor de células “stem” sobre las células progenitorasmultipotentes

tempranasy sobrelos progenitoresde los megacariocitos.Ademásde su acción

sobrela hematopoyesis,tiene un efecto sobrela angiogénesisy sobreel desarrollo

del mesodermo(Quesenberry,1995).
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los niveles intracelulares de bFGE en los linfocitos E de la LLC-E están

elevadosen los pacientesconestadiosavanzadosde la enfermedad,encomparación

con aquellosenfermosen estadiosintermediose iniciales,y en relacióntambién

con las personassanas.El nivel intracelularelevadodebFGF protegede la muerte

celularprogramadaa estascélulasleucémicas(Menzely col., 1994).De igual forma,

el nivel plasmáticode la citocinase encuentraalto en esosmismosestadiosde la

LLC-E (Duensingy Atzpodien,1995).

2.13.q. Otras citocinas

Citocinas con acción estimuladora

Entre las citocinas con actividad estimuladora sobre las líneas

linfohemopoyéticasseencuentran,junto al bEGEyacomentado,lassiguientes:

- el factor de crecimientoderivado de las plaquetas:su acción se

realiza en los progenitoresgranulopoyéticosy eritroides. Además, induce la
produccióndel TNRi en los linfocitos 13, lo que sugiereque esefactor plaquetario

estáimplicado en la regulaciónde la secreciónde citocinasde la línea celularE

(Smithy col., 1994).

- el factor de crecimiento de los hepatocitos:tiene una acción

sinérgicaconotrosfactoressobrelascélulasprogenitoras.

- los factores de crecimiento “insulin-like” 1 y II: estimulan el

crecimiento y diferenciación de los progenitoresmieloides y eritroides. las

proteínasde unióna estosfactoressedenominancon los números1 a 6.

- factorpromotorde actividad“burst” unido a la membrana:estimula

la formaciónde “burst” (o eclosiones>eritroides:BFU-E o unidadesformadorasde

coloniaseritroides(“burst”).

No existen estudios que impliquen a estas citocinas en la

fisiopatologiade la LIC-E.

Citocinas con acción Inhibidora

Además del TGF¡3, el IENa, el IFN¡3, el IFN, el TNFa y el TNFj3, se han descrito

otrascitocinascon efectosinhibitorios sobrela linfopoyesis.Entreellas están:la
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subunidadH de la ferritina, la prostaglandinaEj y E2, la inhibina, la lactoferrinay

la familia de las quemoquinas.

Dentro delas quemoquinasa sehan incluido: la proteinainflamatoriade los

macrófagos2a (MIP-2a, del inglés “macrophage-inflamrnatoryprotein-1-alpha”),la

MIP-2¡3, el factor plaquetario4, la IL-8, el péptidoactivadorde los neutrófilos2, la

proteína 10 inducible por interferón, la quemoquinaMig y el Gro-a. En la

clasificaciónde las quemoquinas¡3 seencuentran:la MIP-1a, la MW-lp, el factor

activador y quemotáctíco del macrófago (MCP-1) y el Rantes (del inglés “Regulated

upon activation in normal T celís expressedand secreted”)(Liao y col., 1995;

Quesenberry,1995). Estas moléculas tienden a inhibir los progenitoresmás

primitivos y puedenestimularel crecimientode las célulasprogenitorasmás

maduras.

Tampoco existen trabajos que demuestrenque estas citocinas están

involucradasenel desarrollode laLIC-E.

57



3. INTERLEUCINA 6

3.1. Introducción

La interleucina6 tiene dos propiedadescaracterísticasde las citocinas:el

pleiotropismofuncional y la redundancia.Fue aisladapor diferentesgrupos de

investigadorespensandoque eran productos distintos, y recibió de ellos

denominacionesdiversassegúnlas funcionesque desarrollaba.Entre finales de

1986 y principios de 1987 se llegó a la conclusiónde que todos esosfactores,en

aparienciano relacionados,no eransino unamismaproteína,que habíarecibido

distintosnombres,reflejandocadauno de ellos unacaracterísticadiferentede la

misma.A partir de entoncesse conocecomointerleucina6 (IL-6). Algunasde sus

denominacioneshan sido: factor estimulante 2 de las células E, factor de

diferenciaciónde célulasE (Olcaday col., 1983; 1-Uranoy col., 1984; Hiranoy col.,

1985; ¡Urano y col., 1986), proteínade 26 kilodalton (Haegemany col., 1986),

factor sustitutivo de células T (o TRE, del inglés: “T-cell replacing factor”)

(Muraguchiy col., 1981; Teranishíy col., 1982), interferónbeta2 (Weisseinbachy

col., 1980; Zilbersteiny col., 1986),factor decrecimientode plasmocitomas,factor

de crecimiento de plasmocitoma-hibridomashumanos(Aarden y col., 1985;

Nordany Potter,1986; Van Dammey col., 1987; Van Snick y col., 1988),factor

estimulantede los hepatocitos(Gauldiey col., 1987), y factorde diferenciaciónde

células1 citotóxicas(Takai y col., 1988).

3.2. La proteína y el gen de la interleucina 6

la interleucina 6 humana es una glicoproteina de cadena única, con un peso

molecularque oscila entre 21 y 28 kilodalton, segúnel grado de glicosilación.

Presentauna homología significativa con el factor estimulador de colonias

granulocíticas(G-CSF,del inglés: “Granulocyte-ColonyStimulating Factor”), y de la
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misma maneraque sus receptores,tiene un alto nivel de identidad en sus

secuencias.

El genquecodificala 11-6 humanaseencuentraenel cromosoma7 Up21), y

hasido ya secuenciado.Tienecincoexonesy cuatrointrones.El ADN genómicoque

codifica el G-CSF muestraestructurasimilar al de la IL-6, comoocurría a nivel

proteico.

La IL-6 humanay la 11-6 murina presentanunahomologíadel 65% en el

ADN, que desciendeal 42% a nivel proteico. La IL-6 humanaesactivaen el ratón

(VanSníck, 1990).

3-3. Origen celular y regulación de la producción de
Interleucina 6

la producción de IL-6 se ha detectado en una gran variedad de células:

fibroblastos,célulasendoteliales,queratinocitos,monocitos/macrófagos,células1,

mastocitos, diferentes líneas tumorales y otras. Desde un punto de vista

inmunológico, la fuente más importantede producciónde IL-6 son las células

accesorias(Kishimoto, 1989; Van Snick, 1990; Hirano, 1992; Kishimoto y col.,

1992; Cavaillon, 1993).

La producciónde IL-6 sedaenrespuestaa infeccionesvirales,y esasimismo

inducidapor lipopolisacárido.Además,variascitocinasinducenla producciónde

11-6comoson: la interleucina1, el factor de necrosistumoral-sólo o enasociación

con el interferón gamma-, el factor de crecimientoderivadode las plaquetas,la

interleucina 3, y el factor estimuladorde coloniasgranulocíticasy macrofágicas

<GM-CSF, del inglés; “Granulocyte Monocyte-ColonyStimulating Factor”). Sin

embargo,no todas las célulasrespondende forma similar a estosfactores(Van

Snick, 1990).

3.4. Regulación del receptor de la Interleucina 6

La interleucina 6 realizasu acción a travésde un receptorde membrana

compuesto por una proteína de unión (glicoproteina (gp) 80) y un polipéptido

encargado de la transducción de la señal (gp 130). Ambas moléculas son miembros
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de la familia de receptoresde citocinas, que incluye los receptoresde: la

interleucina2 -ensu cadenabetay gamma-,la interleucína3, la interleucina4, la

interleucina 5, la interleucina 7, la interleucina 9, la interleucina 11, la

eritropoyetina,el G-CSF, el GM-CSF, el factor inhibidor de leucemias,el factor

neurotrófico ciliar, la oncostatina M, la cardiotropina 1, la hormona de crecimiento,

y la prolactina (¡zUrano, 1992; Alcira y col., 1993; Gearing, 1993; Kishimoto y col.,

1995).

las dos proteínas (gp 80 y gp 130) que configuran el receptor de la

interleucina 6 (R-1L6) son funcionalmentediferentes.Cuando el receptor está

ocupado por la interleucina 6 esas dos cadenas proteicas se unen

extracelularmente,y formanlugaresde unióndealtaafinidad paraestacitocina.

Debidoal pleiotropismodela interleucina6, sepuedenencontrarreceptores

de estainterleucinaenvariaslíneascelulares.Se handetectadoun alto númerode

receptoresde la interleucina6 en célulasde mieloma,cuyaexpresiónaumentaba

tras realizarun tratamientocondexametasona.Dentrode la variedadcelulardonde

se ha encontradoel receptor de la interleucina 6, hay que mencionara los

macrófagosy a los linfocitos E y 1 (Yamasakiy col., 1988; Snyersy col., 1989; Taga

y col., 1989; Hiratay col., 1989; Eauery col., 1989; Snyersy col., 1990; Hibi y col.,
1990; Yasukaway col., 1990; Tagay Kishimoto, 1992a;Tagay col., l992~,; Saitoy

col., 1992; Wognumy col., 1993).

La expresióndel receptorde la interleucina6 en diferenteslíneascelulares

se ha estudiadomedianteel anticuerpoMT 18, que no compitecon la interleucina

6 en la unión con su receptor;en linfocitos E no estimulados,no se detectala

presenciade dicho anticuerpoen los estudiosde citometríade flujo. Sin embargo,

las célulasE de amígdalaconfenotipo s-+-/8-, estimuladascon “pokeweedmitogen”

(PWM) durante2 a 3 días, expresabandicho anticuerpoen su superficiey no

ocurríaasíen las de fenotipo~.t*/5+.Tambiénse haobservadola unión de la IL-6,

marcadacon todo radiactivo <1251416),a células E de amígdalaestimuladas

mediantela cepaCowandel Staphylococcusaureus(SAC), pero no en aquellasno

expuestasal SAC. Asimismo se ha detectadoel receptorde la interleucina 6 en

linfocitos E normalesactivadosira vivo.De ahíla conclusióndequeel receptorde la

interleucina 6 no se expresaen linfocitos E no activados,y sí en linfocitos E

activadossin IgD de superficie.Esto esconsistentecon la observaciónde que las

célulasE IgD(-) pertenecenal estadiofinal de maduraciónantesde convertirseen

células productorasde inmunoglobulinas.Por el contrario, el receptor de la

interleucina6 se ha observadoen célulasT periféricasno activadas.Mediante

estudiosde citometríade flujo, las célulasCD4+/CD8-y CD4-/CD8-i- muestran

expresióndébil, pero significativa, del R-1L6, que no cambiatras serestimuladas

confitohemaglutinina(FHA, del inglés: “Phitohemmaglutinin”).
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La diferenteexpresióndel R-1L6 por linfocitos E y T activadosy no activados

refleja la diferenciafuncional de esta citocina en ambaslineas celulares: la

interleucina6 actúacomoun factorde diferenciaciónsobrelos linfocitos E al final

desu estadiode maduración,y sobrelos linfocitos 1 comofactordeactivación,en

un estadioprecoz(Tagay col., 1987;Wognumy col., 1993).

3.5. Actividades biológicas de la interleuclna 6

Se hanatribuido a la IL-6 las siguientesacciones(Van Snick, 1990; Hirano,

1992) (Figura 1):

Diferenciación de la célula E

La interleucina6 induce la producciónde inmunoglobulinasen células

estimuladascon SACí, pero no en linfocitos E no activadospreviamente.La

producciónde inmunoglobulinasseinhibe completamenteconun anticuerpoanti-

11-6 (Freemany col., 1989; Akira y col., 1993).No inducela proliferaciónde las

células 13. Es importantela sinergiacon la interleucina 1 en su acción sobrela

diferenciacióndel linfocito 13.

Activación de la célula 1

La interleucina 6 es un factor esencial, que actúa sinérgicamente con la

interleucina 1 en el control de las etapas iniciales de la activación del linfocito T. En

apoyoa la acciónde la interleucina6 en un estadotempranode la activacióndel

linfocito 1, está el hecho de que un anticuerpo frente a la interleucina 6 bloquea la

proliferación celular inducida por esta citocina, sólo cuando se añade al comienzo

de la respuesta,y el que la expresióndel receptorde la interleucina6 esinhibida

tras la activación del linfocito 1. La interleucína 6 induce la secreciónde

interleucina2, y la expresióndel receptor de esta citocina en los linfocitos T

(Kishimoto y Hirano, 1988; Muraguchi y col., 1988). la IL-6 no sólo induce la

proliferación,sino tambiénla diferenciacióndel linfocito T citotóxico y aumentala

actividadde las célulasNK (AUra y col., 1993).
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Hibridoma de células B y crecimiento del
plasmocitoma

El crecimiento in vitro de los hibridomasde célulasB y del plasmacitomade

ratónaumentaenpresenciade interleucina6. Algunos de los resultadosobtenidos

paralos plasmacitomasde ratónsehanextendidotambiénal casode los mielomas

humanos.La proliferación ira viti-o de ciertosmielomashumanosaumentabaen

presenciade interleucina6, y se inhibía con anticuerposantí-interleucina6.

Ademásseobservabaun aumentollamativo en los nivelesde interleucina6 en la

médulaóseade pacientescon mielomamúltiple agresivo,y los nivelesséricosde

interleucina6 mostrabanuna correlacióncon la actividad de la enfermedad,

medidapor la proporciónde célulasde mieloma en la fasede síntesisdel ciclo

celular(Kawanoy col.,1988;Klein y col., 1989;Bataille y col., 1989).

Inducción de la respuesta de la fase aguda

La interleucina6 actúasobrelas célulashepáticascomofactorestimulantede

los hepatocitos,e inducela formación de variasproteínasdefase agudacomo la

proteínaC reactiva,fibrinógeno¡32v haptoglobinay hemopexina.Además,inducela

apariciónde fiebre y la liberaciónde la hormonaadrenocorticotropina(ACIR).

Comoya sehadicho, los glucocorticoidesaumentanla expresióndel receptorde la

interleucina6 (Gauldiey col., 1987; Kopf y col., 1994).

Hematopoyesis

La interleucína 6 tiene varias acciones sobre la hematopoyesis. Hace que los

progenitores hematopoyéticos pasen de la fase Go del ciclo celular a la fase Gi, en la

cual pueden responder a otros factores de crecimiento, como la interleucina 3. Por

lo tanto, la interleucina 6 y la interleucina 3 muestran efectos sinérgicos sobre la

formación de colonias ira viti-o. la interleucina 6 actúa de forma sinérgica con el

GM-CSF y con el M-CSF. Tambiénseha observadoque la interleucina6 induce la

maduraciónde los megacariocitos,y produceaumentoenel númerode plaquetas

(Ikebuchi y col., 1987; Ishibashiy col., 1989; Ishibashíy col., 1989; Hoffman,

1989; Akira y col., 1993).
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Miscelánea

Existe unamisceláneadeaccionesatribuidaa la interleucina6: la induccción

del crecimientode lascélulasdelmesangioy delos queratinocitos;la diferenciación

y proliferaciónde las célulasneurales;la regulaciónde la remodelacióndel hueso,

etc (Hirano, 1992; Alcira y col., 1993).

3.6. AlteracIón en la regulación de la expresión de la
Interleucina 6 y su relación con procesospatológicos

Mieloma múltiple

Kawanoy col., 1988, demuestranque las células de mieloma múltiple

humanoproduceninterleucina6 y expresanen sumembranael receptorde dicha

citocina.Además,ciertaslíneasdemieloma -12 de los 26 pacientesincluidos ensu

serie-proliferan ira viti-o enrespuestaa la interleucina6 exógena,crecimientoque

se inhibe al añadiral medio un anticuerpofrentea la interleucina6. Todos estos

datos,deforma conjunta,indicanquela interleucina6 puedeactuarenel mieloma

como un factor de crecimientoautocrino. Estosresultadosseconfirmanen otros

trabajos(Zhangy col., 1989), que hacenhincapié en la heterogeneidadde la

respuestade las líneasde mielomaa la 11-6 (Hitzler y coL,1991). Puestoque todas

las célulasde mielomaparecenexpresarel receptorde la IL-6, no quedaclaro por

qué hay líneasde mieloma que no respondena la citocina.Unaexplicaciónposible

esque los receptoresde la ¡1-6 esténocupadospor la citocinaelaboradade forma

autocrinay no esténdisponiblesparala ¡1-6 exógena.La falta de respuestaparece

desarrollarseen los estadiosclínicosavanzadosde laenfermedad.

Posteriormente,existen estudiosque demuestranque la inyección de un

anticuerpomonoclonalanti-interleucina6 a varios pacientescon mielomamúltiple

en fase terminalbloqueapor completo la proliferaciónde célulasde mielomain

vivo (Klein y coL, 1990; Klein y coL, 1991>.Además,seevidenciaqueanticuerpos

frenteal receptorde la interleucina6 humanainhibenel crecimientodel mieloma

ira vivo (Suzuki y col., 1992). La importanciade la interleucina6 en el mieloma

múltiple viene dada también por el hecho de encontrar niveles séricos elevados de

esta citocina en la enfermedad avanzada (Bataille y col., 1989; DuVillard y col.,

1995). Por último, el receptor soluble de la IL-6 (Rs-1L6) se encuentra elevado en
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pacientescon mieloma. La moléculadel Rs-1L6 puedeactuarcomoagonistadel

crecimientocelularenel mielomay los nivelesmáselevadosdeestereceptorsehan

asociadoa unasupervivenciamenor(Kyle, 1994).

Recientemente,Ballestery col., 1994, llegan a conclusionesdiferentesa las

hastaentoncesaceptadas.Observanuna asociaciónentreniveles elevadosde

secreciónde interleucina6 por partede lascélulasdemielomay unacargatumoral

baja, ademásde una fracción de proliferaciónbaja. Proponen,partiendode sus

hallazgos, que la IL-6 sea consideradacomo una citocina que induce la

diferenciaciónde la célula de estaneoplasia,acciónidénticaa la desarrolladaenel

linfocito E normal. Por estasrazones,estosautoresno encuentransentidoa los

programasclínicosemprendidosconel fin deneutralizarlaacciónde la IL-6.

Hipergammaglobullnemia

La producción excesiva de interleucina 6 puede inducir una activación

policlonal de célulasE, dandolugara hipergammaglobulinemiay a producciónde
autoanticuerpos (Hirano, 1992; Hirano, 199%). Ejemplos de estas situaciones

serían el mixoma cardiaco (Hirano y col., 1986; Hirano y col., 1987) y la

enfermedadde Castíeman(Yoshizakiy col., 1989; Leger-Ravety col., 1991; Burger

y col., 1994). En ambos casos,el tejido hiperplásicoproduceinterleucina6, y

cuando se remueve el tejido tumoral se normaliza rápidamenteel nivel de

inmunoglobulinas.

Se ha atribuido igualmente un papel a la IL-6 en la

hipergammaglobulinemia,que seobservaenel lupuseritematososistémico(Kitani

y col., 1992). En estaenfermedadautoinmune,seobjetivasecreciónespontáneade

interleucina6 junto con la expresiónconstitutivadel receptordeesacitocinaen los

linfocitos E, sugiriendouna activación autocrinade los linfocitos E de estos

pacientesporla IL-6. Además,la introducciónde un anticuerpofrenteal R-116 en el

cultivo de célulasB de esospacientes,va seguidode una inhibición potentede la

producciónespontáneade inmunoglobulinapoliclonal y de los autoanticuerpos

anti-ADN (Nagafuchiy col., 1993).

Otrasobservacionessugierenque la expresiónanormalde interleucina6

puedecontribuir a la enfermedadautoinmunegeneralizada,comoocurriría en la

artritis reumatoide;se handetectadonivelesaltos de interleucina6 en líquido

sinovial de articulacionesde pacientescon artritis reumatoide(Hirano y col.,

1988),y seha demostradola producciónde esacitocinaen la membranasinovial

deestosenfermos(Woody col., 1992).
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Glomerulonefritis mesanglal

Se ha sugeridoque la interleucina6 intervieneen el desarrollode esta

entidad,del mismomodoquesela ha implicadoen la induccióndel crecimientode

las células del mesangio(Hirano, 1992). La interleucina6 es detectadaen las

muestrasde orinade pacientesconesapatologíarenaly no en pacientesconotros

gruposhistológicosde glomerulonefritis;además,seobservaunacorrelaciónentre

los niveles de 11-6 en la orina y el estadiode la glomerulonefritis mesangial

proliferativa (Hirano, 199%).

Otras entidades

Existen otras entidadesrelacionadascon la interleucina6 segúntrabajos

publicados (Akira y col., 1993; Cavaillon, 1993), entre ellas está la trombocitosis

reactiva(Suzuki y col., 1991; Rollen y col., 1991).Se ha detectadoasimismouna

liberación aumentadadel receptor soluble de la interleucina 6 en pacientes

infectadosporel virus de la inmunodeficienciahumana(Honday col., 1992). Se ha

sugeridouna acciónautocrinao paracrinade la 11-6 en los adenomasproductores

deACTH y de la hormonadecrecimiento(Velkeniersy col., 1994).

3.7. La interleucina 6 en la leucemia linfática crónica B

Los datos aparecidos en relación a esta citocina en la LIC-E son

contradictorios, como se detalla a continuación.

3.7.a. Expresión constitutiva del gen de la IL-6

La expresióndel ARNm de la 11-6 en las células leucémicasoscila, segúnlas

series,entreel 0-5% (Freemany col., 1989; Eurkey col., 1993)y el 100%(Rambaldi

y col., 1993).Biondi y col., 1989, y Platey col., 1993b~la encuentranen el 54% de

los pacientesestudiados.
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3.7.b. Acción de la IL-6 sobre la proliferación y
diferenciación celular en la LLC-B

la 11-6 inhibe la proliferación de los linfocitos E de la LIC-E inducida por el

TNFa(Aderka y col., 1993); la inhibición es máxima con 400 pg/ml de 11-6 (Van

Kooten y col., 1993b).Este efecto es revertido con el empleo,en el cultivo, de

anticuerposmonoclonalesneutralizantesde la ¡1-6 (Aderka y col., 1993). Se ha

sugerido que la IL-6, por su efecto antagonista de la acción del TNRi, que conlíeva la

inhibición del crecimientode las célulasde la LLC-B, podríaserempleadacomo

agenteantitumoralen el tratamientode estaneoplasiade célulasE (Aderkay col.,

1993).Nilsson y col., 1992,encuentranque los anticuerposfrentea la 11-6, o al

receptorde la 11-6, no modifican la proliferación de la célula leucémicainducida

por activadorespoliclonales.

Otros autoresobservanque la 11-6 no realiza ninguna acción,positiva o

negativa,sobreel crecimientocelular en la LIC-E (Caligaris-Cappioy col., 1989;

Carlssony col., 1989; Digel y col., 1991; Van Kooten y col., 1992; Jewell y col.,

1993).La IL-6 no aumentala expresióndel ARNm del antígenode activaciónCD23

en los linfocitos E de la LIC-E (Fourniery col., 1992).

La ¡1-6 no afectadirectamenteal crecimientode la ICP, otra neoplasia

hematológicade célulasE, perosí mediaenla síntesisdeADN inducidapor el TNFcz

a travésdeun mecanismointracitoplasmático(Earuty col., 1993).

la IL-6 no actúaen la inducción de la diferenciaciónde los linfocitos E

leucémicosal no estimularla producciónde inmunoglobulinas(Caligaris-Cappíoy

col., 1989; Carlssony col., 1989; Fluckigery col., 1992; Nilsson y col., 1992; Aderka

y col., 1993; VanKooteny col., 199$).

3.7.c. Expresión de los receptores de la IL-6 en la
membrana de los linfocitos de la LLC-B y detección del receptor
soluble de la IL-6

Mientras que unos autores no encuentran el receptor de la IL-6 en la

superficie de membrana de las células leucémicas mediante el empleo de

anticuerpos específicos (Nilsson y col., 1992; Aguilar-Santelises y col., 1993), otros

objetivanla expresióndel receptorde la citocina,aunquea un nivel leve (Iavabre-

Bertrandy col., 1992). Platey col., 1993b~demuestranla expresióndel ARNm del

receptorde la 11-6 en los sietepacientesconLLC-E en los que realizanel estudio.
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Se ha detectado en el suero de pacientes con LIC-E el receptor soluble de la

IL-6 (Aderka y col., 1993).

3.7.d. Presencia de la IL-6 en el suero de los pacientes
y producción de la citocina por las células de la LLC-B en
cultivo

Los niveles séricosde IL-6 son más elevadosen pacientescon estados

hipergammaglobulinémicosbenignos,queenpacientesconneoplasiasdecélulasE,

incluyendola LIC-E y el mielomamúltiple. los resultados,sinembargo,no permiten

separarcon nitidezpersonassanasde enfermosconLIC-E (Pettersony col., 1992).

Otrosgruposde trabajollegana conclusionessimilares,puesno encuentranniveles

elevadosde IL-6 en el suerode pacientesconLIC-E (Carrióny col., 1995),excepto

en los enfermosen estadioO de la clasificaciónde Rai (Aguilar-Santelisesy col.,

1992; Aguilar-Santelisesy col., 1993).Sin embargo,Burkey col., 1993, detectanIL-

6 en el suerode pacientesconLLC-E, cuyonivel estáelevadodeforma significativa

enrelacióna personassanas,aunquedeformano uniforme.

Por lo que se refiere a la producciónde 11-6, los resultadosson dispares:

mientrasquehay autoresque no la detectanen los sobrenadantesde célulasde

pacientescon LIC-E (Uggla y col., 1987; Burger y col., 1994), otros grupos sí

identifican la citocinatras 48 y 72 horasde cultivo, bien enausenciade todo tipo

de mitógeno(Eiondi y col., 1989; Eurke y col., 1993; Reittie y Hoffbrand, 1994;

Carrióny col., 1995), o tras la estimulacióncon ligandosde inmunoglobulinas

(Carrióny col., 1995).

Entre estos dos extremos se encuentran los resultados de otros

investigadores,que demuestranque la producción de IL-6 por las células

mononucleadas-en concreto los monocitos- de LLC-B, estimuladas con

lipopolisacárido,estádisminuida (Dahílce y col., 1995). Dicho resultadoestáde

acuerdoconsu hipótesis,segúnla cual,la no diferenciacióndellinfocito E de la LLC-

E a célulaplasmáticaproductorade inmunoglobulinasseríadebidoa la deficiencia

de producciónde la interleucina6 (Stryckxnansy col., 1988). Esta producción

disminuidade11-6 porpartede los linfocitos tumoralesy de los monocitosde esos

mismospacientesesmenorcuantomásavanzadoesel estadiode la enfermedad

(Aderka y col., 1993). Aguilar-Santelisesy col., 1993, observanque la IL-6 se

produceen mayoresconcentracionesenpacientesconestadioO de la clasificación

de Rai.

Porel contrario,Lahaty col., 1991,observanque existeunaasociaciónentre

la LUZ-E, la enfermedadautoinmuney la secreciónespontáneain viti-o de
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interleucina6, pueslas célulasE de los pacientescon LLC-E con manifestaciones

autoinmunessecretande forma espontáneagrandescantidadesde estacitocina.

Las célulasde los pacientescon LIC-E sin fenómenosde autoinmunidadtambién

secretabaninterleucina6 peroenmenorcantidad.

3.7.e. Acción de la IL-6 sobre la apoptosis en la LLC-B

la IL-6 no protege de la apoptosis a las células de esta neoplasia hematológica

(Dancescu y col., 1992; Euschle y col., 1993; Kobayashi y col., 1993; Rojas y col.,

1994).

3.8. Conclusión

Tras el descubrimiento de la interleucina 6 como factor que estimula la

diferenciación del linfocito E, y el crecimiento del hibridoma/plasmacitoma, se ha

observado también su enorme importancia en la regulación de la respuesta de fase

aguda, y en la activación de los linfocitos T. Además, dentro de su espectro de

acción se incluyen las esferas hematológicas y neurológicas. Los múltiples efectos de

la interleucina6, contribuyena unarespuestacoordinadadel cuerpoa la agresión,

de formaque, tras la liberaciónde interleucina6 del tejido dañadoo infectado,las

células T y los precursoreshematopoyéticosse hacenrespondedoresa sus

respectivosfactores de crecimientoy de diferenciación;se libera ACTR de la

hipófisis y se inicia la síntesis de proteínas de fase aguda en el hígado,

estimulándosela producciónde anticuerpos.Si tenemosen cuenta que toda

agresióno infecciónesseguidadeuna inducciónmasivay precozde interleucina6,

y queprácticamentetodacélulaescapazde segregarinterleucina6, parececlaro

que estacitocina constituye un indicador de agresión tisular. Muchasde las

accionesque se atribuíanpreviamentea la interleucina6, se sabeahoraque son

productode la asociaciónentrela interleucina6 y la interleucina1.
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4. CONCEPTOS BÁSICOS SOBRE CITOMETRIA DE FLUJO

4.1. Introducción a la citometría de flujo

La citometria de flujo (c. f.) puede ser definida de forma amplia como un

sistemaparamedir y analizarlas señalesluminosasproducidaspor la dispersión

de un haz de luz al atravesarunaspartículasinmersasen un fluido. Paraque las

señalesseanresolutivas,las partículashan de ir separadasen el fluido. Esto se

consiguemedianteel enfoquehidrodinámico,que consisteen el alineamientode

las partículasdisueltasen el fluido por acción de otro fluido que envuelveal

primero. Al penetrar los dos fluidos en una cámaracon forma de embudo, se

produceun bruscoaumentode la velocidadde los mismos,con la consiguiente

separación física de las partículas, que cruzan individualizadas el haz de luz.

Los elementos más comunes en todo citómetro de flujo son: a) una fuente de

luz. El láseresel generadorde luz másfrecuentementeutilizado; b) un bancoóptico

paraenfocary dirigir esaluz; c) fluidos y controlesparadirigir y regularel flujo del

líquido que contiene las partículas, a través del haz de luz; d) un dispositivo

electrónico para medir la intensidad de las señales de luz y grabarlas; y e) un

sistemacomputarizadoque analiceestasseñalesde luz al relacionarlasunascon

otras.

El punto en el que el haz de luz y el fluido, conteniendo las partículas objeto

del estudio, interseccionanse denominapunto de observación.Alrededor del

mismo existen lentes que captan luz cuando emerge de su intersección con el

fluido. Estaluz emergenteconstituyela señal,queesenfocadaenfotodetectores,los

cuales convierten la señal luminosa en pulsos eléctricos, cuya altura es directamente

proporcionala la señalluminosaproducidapor la partícula.Cadafotodetectortiene

en frente de él un filtro de luz de un color específico, cuya función es asegurar que

cadafotodetectorsólo “vea” la luz del color transmitidaa travésde su filtro. El

citómetro transforma el pulso eléctrico en señal digital y la envía al computador.
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4.2. Parámetros: “side scatter” y “forward scatter”

La partículaque atraviesael haz de láser produceunadispersiónde luz

característica,segúnsuspropiedades.El citómetrorecogela luz dispersadaen dos

direcciones: frontalmente (en la misma dirección del haz de luz) y

perpendicularmentea éste.

En frente de cada uno de los detectores hay colocado un filtro del mismo color

que la luz que ilumina -habitualmenteazul-, que registrarála señalde luz (azul)

que es desviada hacia un lado desde la superficie de una partícula. Cuanto más

irregular o granularsea la partícula,más desviaráesehaz que ilumina hacia el

lado, la intensidad de la así llamada “side scatter light” (SSC) -definida como luz,

del mismo color que el haz que ilumina, que es desviada por una partícula a un

ángulo de 900 del hazqueilumina-, estárelacionada,por lo tanto, con la texturade

las partículas que fluyen en el camino de la luz. Se ha denominado también señal

de granularidad u “orthogonal light scatter signal”. Las células sanguíneas de la

serie granulocitica, con sus núcleos irregulares, tienen un SSC mucho más intenso

que los linfocitos y eritrocitos.

El resto de tubos fotomultiplicadores que se encuentran en ángulo recto al del

haz de luz estángeneralmentecon un filtro verde,naranjay rojo, dependiendode

los detectores que estén presentes en un aparato en particular. Si el haz de luz es

azul,entoncesno hayforma de que luz roja, naranjao verdeemerjadel punto de

análisis, a menos que una partícula en el fluido esté generando ella misma esa luz

roja, naranja o verde. Una partícula emite luz porque contiene compuestos con

fluorescencia endógena, o porque se ha unido a un fluorocromo.

la señal “forward scatter” o “forward angle light scatter” se define como luz

del mismo color que el haz que ilumina, que es desviada en un ángulo pequeño de

la dirección del haz original. Se denomina señal de volumen, pues se relaciona con

el tamaño,aunquetambiénconotros factores,comoel índice de refracciónde las

particulas. Por ejemplo, las células muertas aparecen mayores que las células vivas

del mismo tipo, cuando se observan por el microscopio óptico; sin embargo, las

primerasaparecenmáspequeñasquelas célulasvivas con c. f., aunqueno lo son

realmente;dansimplementeunaseñal“forward scatter”másdébil que las células

vivas porque tienen las membranas rotas y el índice de refracción de sus

contenidos es, por esta razón, más parecido al índice de refracción del fluido que lo

rodea.
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Puestoque los parámetros“forward scatter”y “side scatter” diferencianlas

célulassegúnsutamañoy complejidadinterna,se usanjuntasconfrecuenciapara

el estudiodepoblacionescelulares.

4.3. Conceptos básicos de la electrónica en la
citometría de flujo

Los fotodetectores convierten señales de luz en pulsos eléctricos, la

intensidadde los cualesestáen relacióncon la intensidadde la señalde luz. Los

tubos fotomultiplicadorestienenvoltajesaplicadosa ellos paraque la cascadade

electrones que se origina del impulso de luz original se convierta en una corriente

lo suficientementegrandeparasermedida.

Al cambiarel voltajeaplicadoal fotomultiplicadorseaumentao disminuyela

sensibilidaddel tubo. Un segundométodo es cambiar la amplificación de la

corrienteeléctricatrasabandonaréstael fotodetector.los amplificadorespueden

serlinealeso logarítmicos.Un amplificador logarítmicopermitever señalesde luz

en un rango amplio de intensidady un amplificadorlineal restringelas medidas

sensibles a señales en el mismo rango. Los amplificadores logarítmicos se usan para

analizarseñalesde fluorescenciade célulascon marcadoresde superficieteñidos,

porque estas células exhiben con frecuencia un gran rango de intensidad de

fluorescencia. Los amplificadores lineales se usan para analizar el contenido de

ADN de las célulasporque dicho contenidono varíahabitualmentepor más de un

factor 2 -por ejempo, durante la división celular-. Los amplificadores lineales se

usan generalmente para analizar las señales de “forward” y “side scatter”. Una vez

que la señal eléctrica de los fotodetectores se ha amplificado, su intensidad se

analizay elvalor segrabapormediodeun convertidoranalógicodigital.

Por lo tanto, hemos iluminado una partícula, registrado la luz que emerge de

esa partícula en uno u otro fotodetector -dependiendo del color o de la dirección de

la luz emergente-,y convertido la señalde cadafotodetectora una medidade

intensidaden unaescalade O a 255 (ó a 1023).Paracadapartículaquehafluido a

travésdel haz que ilumina, tenemosahora4, ~ ó másnúmeros,dependiendodel

número de los fotodetectores presentes, que nos describen esa partícula. Esos 4 6 5

números -cada uno en escala de O a 255- nos dicen la intensidad de FSC, SCCy de

las fluorescenciasrojo, verdey naranjade esapartícula,y sonla únicainformación

deesapartículade la cualdisponeel citómetro.Estossonlos hechosquepuedenser

correlacionadosentresi paraun posterioranálisis.
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El término canal representa un rango de intensidad de luz específica; la señal

deuna célulaesregistradaenuno u otro canal,dependiendodesuintensidad.

El término umbral define un obstáculo. Sólo partículas que dan señales

mayoreso igualesqueeseobstáculoseránregistradasenel amplificadordecanales

del citómetro.El usomáscomúnde esteumbralesen la definición de un número

de canal en “forward scatter”: sólo partículas con una señal de “forward scatter” más

brillante que el umbral de canal definido será contado por el citómetro. Mediante el

uso del umbral de “forward scatter” se evitan problemas que pueden venir de

polvo, restoscelularesy ruido electrónicoenel sistema.

4.4. El análisis

la “ventana” es un modo de definir las características de las partículas -en

términos de FSC, SSC y/o número de canales de intensidad de fluorescencia-, que

queremos incluir en nuestro análisis. Por ejemplo un citometrista define una

ventanade linfocitos en términosde FSC y SSC.

El histograma representa el número de partículas en cada canal, es decir,

todas las células estánsituadassegúnel número de canal que caracterizala

intensidad de sus señales. Se puede conocer la intensidad más frecuente (número

de canal) para el grupo de células (canal moda), también la intensidad media y la

mediana. los cursores pueden ser usados para definir regiones de intensidad que

puedan ser de interés.

La intensidad de la señal en cada región se analiza para determinar la

proporción de partículas que son positivas o negativas con relación a un criterio.

Las poblaciones con propiedades marcadamente diferentes son fáciles de analizar.

Para medir la intensidad de fluorescencia, el canal que representa un límite bajo de

positívidad se elige colocando el cursor en este canal (canal umbral). El computador

determinael númeroy el porcentajede células con una intensidadmayor que

(positividad) o menorque (negatividad)la intensidadelegida.En situacionescon

buena discriminación positiva frente a negativa, los controles negativo e isotipo se

usanparadeterminarel númerode canaldondeponerel cursor.Generalmente,no

más del 2% de población negativa deberia contarse como positiva.

En algunas situaciones, poblaciones celulares positivas se entrecruzan en el

áreanegativadel histogramalo que se denominadiscriminación positividad-

negatividad pobre. En tales casos, la simple posición del cursor no puede ser usada

y el análisisde los datosllega a sermásdifícil. Esta pobre discriminaciónes,con
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frecuencia,un problemacon poblacionescelularesque tienenexpresiónreducida

de antígenoso cuandohay un alto nivel de autofluorescenciao unión inespecífica

excesivadel anticuerpopor la población celular. Por lo general, esta pobre

discriminación es un problema mucho mayor con los métodos indirectos de

fluorescencia que con los directos. En estas circunstancias es preciso aplicar una

correcciónmatemáticaa los datosparadeterminarla proporciónrelativade células

positivas y negativas, aún incluso cuando un cierto grado de error siempre se

introducecon estacorrección.Estaconsistegeneralmenteen la sustracciónde un

histograma“fondo” (control) de aquelque esel histograma“test” (“background

substraction”) sobreuna basecanal por canal. Por lo tanto, si estamosanteun

cambioen la intensidadde fluorescenciade unapoblaciónuniformede célulases

mejorusarcaracterísticasdemoda,medianao mediade esapoblación.El usodeun

valor de porcentajepositivo conducea error si estamosanteuna poblaciónde

células fluorescentes, uniforme pero “poco brillante”.

El valor moda -número de canal que describe el grupo de células más común-

puede variar errátícamente y ser reproducible pobremente si la distribución de la

población es ancha. El valor media será incorrecto si un número significativo de

células están en los canales más altos o más bajos del histograma. El valor mediana

de la población es más reproducible, pero sólo es aplicable si todas las células de

una población van a ser analizadas.

Si queremos ir más adelante y correlacionar un parámetro con otro existen

los “dot-plot” o “bit-map”. Cada partícula se coloca en el “plot” según su canal de

intensidad para cada uno de los dos parámetros seleccionados. los cursores vuelven

a dividir los canales de intensidad de luz en áreas de interés, los cuadrantes

definirán las intensidades de tinción que consideramos representarían partículas

verdes, rojas, dobles positivas (tanto verdes como rojas) y doble negativas (no

teñidas). Las correlaciones entre dos parámetros constituyen el procedimiento

habitual para el análisis de la mayor parte de los datos del citómetro.

4.5. La fluorescencia

La fluorescenciaes una manifestaciónde la interacciónentremateriay luz a

un nivel molecular.Es unapropiedadde ciertoscompuestosquímicosnaturalesy

sintéticos,llamadosfluorocromos.

Algunos fluorocromos se unen directa y específicamentea ciertos

componentes celulares, como ADN, ARNy proteínas. En otros casos, como ocurre en
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el análisis de la mayoría de los antígenos de superficie e intracelulares, se usan

diversas técnicas inmunofluorescentes e histoquimicas para unir el fluorocromo a

la partícula.

Cuando se usan fluorocromos, la longitud de onda del láser debe ser tal, que

éste se excite para emitir luz. Bajo estas circunstancias la señal fluorescente es

proporcional a la cantidad de fluorocromo unido, que refleja la cantidad de

sustancia presente. A su vez, la morfología del pulso viene influenciado por la

distribución del fluorocromo en la partícula.

Están disponibles anticuerpos monoclonales específicos unidos a

fluorocromosparamuchasmoléculasdiana-antígenosde superficielinfocitarios

específicos, marcadores tumorales, etc-, y se pueden detectar incluso 2x103

moléculas fluoresceinadas por célula.

4.6. AplIcaciones de la citometría de flujo

4.6.a Análisis fenotipico de las subpoblaciones
celulares

Análisis de los marcadores superficiales celulares

La identificación y cuantificaciónde antígenoscelularesmedianteel usode

anticuerpos monoclonales unidos a fluorocromos (inmunofenotipo) es una de las

aplicacionesmásimportantesdel citómetrode flujo. Clínicamenteel análisisde los

marcadores de la superficie celular ha sido útil en la detección de células anormales

y en el análisis de células normales que varían en enfermedades diferentes. El

citómetro de flujo ha sido de gran valor en la búsqueda de antígenos tumorales y de

diferenciación específicos, puesto que puede cuantificar la unión del anticuerpo a

células individuales.

La disponibilidad de anticuerposmonoclonalesha suministradoa los

citometristas una larga serie de anticuerposespecíficosparael análisis de los

antígenos proteicos de la superficie de la membrana del linfocito. Estos antígenos

de membrana definen función, línea, estado de diferenciacióncelularo estructura

de la membrana celular. El anticuerpo formará una fuerte unión con el antígeno

correspondiente que será visualizada por el fotodetector mediante la adición de

una sustancia fluorescente. El análisis de las subpoblaciones celulares por c- L se
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puede acometer mediante dos métodos diferentes, como a continuación se detalla, y

según el anticuerpo monoclonal utilizado esté o no conjugado con un fluorocromo.

Técnicas de marcaje

a~ Técnica directa

:

Con la tinción directa se incuban las células con un anticuerpo monoclonal

que ha sido previamenteconjugadocon un fluorocromo. Este procedimientoes

rápido y directo. Conlíeva una sola incubación, seguida de varios lavados para

eliminar los anticuerpos unidos de forma no específica y débiles. Esta técnica se usa

cuando se puede obtener grandes cantidades del anticuerpo monoclonal y se le

puede adherir fácilmente un fluorocromo. la unión no específica no es un

problema para los anticuerpos monoespecificos. Sin embargo, la técnica se puede

ver limitada si hay autofluorescencia, por la muy baja densidad de ciertos

marcadores de superficie, y porque no hay anticuerpos monoclonales, unidos a

fluorocromosdisponiblesparatodasustanciade interésbiológico.

1-Y> Técnica indirecta

:

Este segundo método incluye la incubación de celulas con un anticuerpo

monoclonal no conjugado con fluorocromo, un lavado para eliminar moléculas

unidas de forma inespecifica, y una segunda incubación con un anticuerpo

fluorescente -el así llamado segundo estrato-, que reaccionará con la clase general

del anticuerpo monoclonal usado en el primer estrato. Por ejemplo, si el primer

anticuerpo monoclonal se ha obtenido de una línea de hibridoma de ratón, tendrá

las características generales de una inmunoglobulina murina; el anticuerpo del

segundo estrato puede ser un anticuerpo fluoresceinado (conjugado con

fluoresceína (FITC)) que reaccionarácon una inmunoglobulina murina. El

anticuerpo primero murino y el anticuerpo de cabra antimurino unido a FITC, son

ampliamente usados en la c. f.

La ventajas de esta técnica en dos estratos son las siguientes:

- los anticuerpos monoclonales(estratoprimero) sonmuchomás baratos si

no están conjugados.

- Un reactivo dado de segundo estrato puede ser usado para visualizar

cualquier anticuerpo monoclonal de una clase dada -cualquier inmunoglobulina de

ratón en el ejemplo-.

- Cada paso del procedimiento de tinción resulta en amplificación de la

intensidad de fluorescencia de la reacción de tinción.
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las desventajas de la técnica indirecta es que emplea más tiempo y supone

un segundo paso que duplica la oportunidadparaque se produzcanuniones

inespecíficas. La Unción indirecta limita también la posibilidad de una tinción

simultánea con dos o tres fluorocromos.

Los controles

Previo al análisis de las poblaciones celulares se debe estudiar la

fluorescenciade fondoy lasunionesinespecíficasdel anticuerpomonoclonalusado,

quepuedenartefactarel estudio.

a) Análisis de la fluorescencia de fondo <autofluorescencia)

:

Toda partícula no teñida emite alguna fluorescenciay, por tanto, emitiráalgo

de luz, que atravesará los filtros situados delante de los fotodetectoresdel

citómetro. la autofluorescencia de las células, que procede de constituyentes

intracelulares es lo suficientemente brillante para ser detectada y, puede en

algunas células ser tan brillante como para limitar nuestra capacidad de detectar

tinción positiva por encima de este fondo brillante.Por ello, hay queanalizaresta

fluorescenciade fondo,previo al estudiode unapoblacióncelular.

b) Control isotino

:

la tinción de célulasparael análisis dependede la especificidadantígeno-

anticuerpo.Aunquela especificidadentreel punto de unión del anticuerpoy el

correspondienteepítopoen el antígenoesexquisito, puedenproducirseuniones

inespecíficasdel anticuerpoa travésde su fragmentoFc, a los receptoresFc que

existenen la superficiedemuchostipos decélulas,sobretodomonocitos.

Paraanalizarlas unionesinespecíficasmencionadasantesse debehacerun

control siemprecon un anticuerpode las mismaspropiedadesque el anticuerpo

monoclonalusadoen el experimento,pero con una especificidadirrelevante:

controlisotipo.

ti la comnensación

:

Un tercer problema es el entrecruzamientode espectrospor lo que se

requiereunacompensacióncorrectadel aparato.

Análisis con único, doble y múltiple color
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El análisisinmunofenotípicode un color (un único anticuerpo)se realiza

mediantela Uncióndemúltiplespartesalícuotasde lamismamuestraconreactivos

de fluoresceínaespecíficosparalos antígenoscelularesde interés.Es un análisis

largoen el tiempo y no sepuedeobtenerinformaciónsobrela interrelaciónentre

los antígenos.

El análisiscondoblecolor esla técnicahabitual.Cadacélulasemarcacondos

anticuerposmonoclonalesunidosa fluorocromosdiferentes.Si ambosfluorocromos

se excitan por la luz de una longitud de onda comúnpero muestrandiferente

espectrode emisión,sepuedeemplearun láserúnico. la combinaciónque másse

empleaes fluoresceína(FITC) y ficoeritrina (FE). El análisis con dos coloreses

rápido,coste-efectivo,permiteel análisisde muchassuspensionescon un número

limitado de células,y da informaciónesencialparala delineaciónde poblaciones

celularesde línea mixta. Además,la aplicaciónde marcadoresfuncionales-como

porejemplo,antígenosde activación-a poblacionescelularesespecíficasesposible

conel análisisdedoblecolor.

El uso simultáneode tres o más anticuerposmonoclonalesen el mismo

sistemade ensayoes útil cuandose analizanpoblacionescelularescomplejas.A

este respecto,técnicaspara el análisis con tres colores utilizan anticuerpos

monoclonalesunidos con FITC y PE, en conjunción con un tercer anticuerpo

monoclonalunido, a su vez, con Rojo Texas,R-ficocianina,aloficocianinau otra

partículafluorescente.Paraunamayorsensibilidady evitarel sobrecruzamientode

espectros,el tercercompuestofluorescentedeberíadeserexcitadopor un segundo

láser.

Consideraciones prácticas en la tinción con
Inmunofluorescencia

a’> La viabilidad celular

:

El análisisconéxito del citómetrode flujo comienzaconunarecogidacorrecta

de la muestray el transporterápidoal laboratorio.Se necesitanaproximadamente

1x106 células/ml-100.000célulasen total- paracadaanticuerpomonoclonal(o

mezclade anticuerpos)usadoen el análisiso parala determinacióndel contenido

de ADN. Puestoque la autolisis celulary la pérdidade marcadoresde superficie

ocurrerápidamentetras la recolecciónde la muestra,seprecisaun análisisrápido

o preservarlapara posterioresanálisis. En general, la viabilidad celular y la

expresiónantigénicase mantienedurante24 horasen sangreperiféricaen un
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tubodeextracciónquecontengaheparmna,ácidoetilenodiaminotetraacéticoo ácido

citrato dextrosa,

la expresiónde antígenosde superficiey la unión de los anticuerposa

dichosantígenossealterapor la muertecelular, las célulasmuertasseunena los

anticuerposde forma no específicaen el citoplasma,disminuyenel título del

anticuerpoy disminuyen falsamentela intensidad de fluorescenciade las

poblacionescelularesviablespositívas.Además,célulasno viablesrecubiertaspor

anticuerpospuedensermalinterpretadascomocélulaspositivasreales.Finalmente,

la muertecelular puedeserselectivapara ciertaspoblacionescelularesy pueden
alterar falsamenteel patrón de la expresión de antígenos.Para el análisis

inmunofenotípico,una suspensióncelular deberíatenermenos cte un 20% de

célulascontaminantes.

la viabilidad celular se determinacon azul tripán, eosina, ioduro de

propidio (IP), bromurode etidio (BE) u otros colorantesvitales, polares,altamente

cargados,quepenetranlas célulasmuertaspero no penetranla membranaintacta

de la célulaviva. los dos primeros soncompuestosno fluorescentesy se usael

microscopioóptico paraver la viabilidad celularcuandoseemplean.

las sustanciasfluorescentes-IP, EE, diacetatode fluoresceína(FD)- danuna

alternativamásexactaque los colorantesvitales.Los dosprimerossoncompuestos

altamentepolares,emitenluz en la regiónroja del espectro,y sólo puedenentraren

célulascon membranascelularesdañadas.El IP seprefiereparadeterminacionesde

la viabilidad celular porque está más altamentecargadoque el EE y es más

fácilmenteexcluido de las célulascon membranasintactas.En la variantemás

recientede la técnica,se mide fluorescenciade doblecolor por c. f., usandoFO

junto a IP o BE. El FO esun compuestono polar, no fluorescentequeatraviesa

fácilmente la membranacelular pero que es rápidamenteconvertido a una

sustanciapolar, altamentefluorescente(fluoresceína),mediantehidrólisis por

esterasasen las célulasviables.La fluoresceínaquedaatrapadaenel interior de las

células, lo que da lugar a emisión de fluorescenciaverde. En la práctica, la

suspensióncelularsetiñe consolucionesde FD e IP y la proporciónde célulascon

fluorescenciaverdealtay fluorescenciaroja baja(las célulasviables)y/o las células

confluorescenciaverdebajay roja alta (célulasmuertas)sedeterminaporc. f.

b’> La concentracióncelular

:

El anticuerpomonoclonaldebeestarpresenteen cantidadesadecuadaspara

la saturacióncompletade marcadoresde la superficiecelular.Si hay un excesode

células presentesdurante la Unción, quedanentonceslugares de unión al

anticuerpolibres (por excesodeantígeno)y, por lo tanto,serealizaunaestimación

falsamentenegativade la proporción de la población celular. Aunque una

79



concentracióncelular baja no interfiere con la tinción, se precisaun número

adecuado (5.000 a 10.000 células por tubo) para un análisis por c. f.

estadísticamenteválido. Al realizar la técnicase deben tener en cuentalos

volúmenesde la muestray reactivos,la temperaturay el tiempo de la incubación.

En los reactivos comerciales,el fabricanterecomiendaun procedimientopara

conseguirunaseparaciónmáximaentrepoblacionescelularespositivasy negativas,

y la máximaintensidaddefluorescenciade las poblacionespositivas.Sin embargo,

cada laboratorio debe verificar que las recomendacionesdel fabricante son

óptimas.

6 La seleccióndel anticuernomonoclonal

:

La selección del anticuerpo monoclonal para la tinción de

inmunofluorescenciaes compleja debido al gran número de preparaciones

disponibles.En la práctica,es unacuestiónde experienciay familiaridad y cada

laboratorio debe documentarla reactividadde cadaanticuerpousado.Incluso

anticuerposmonoclonalesqueparecentenerla mismaespecificidadpuedendar

lugar a resultadosdiferentes,dependiendodel isotipo,el fluorocromousadoy otros

factores<Kootte y col., 1988).

De forma reciente se ha conseguidola detecciónsimultáneade dos

subgruposde leucocitosparacadacromóforousadoy, hastacincosubtiposcelulares

en la mismapartealícuota,usandofluorescenciaen dos coloresy un láser.Esto

permitela cuantificaciónsimultáneade célulasT helper,T supresoras,linfocitos E,

monocitosy célulasNK (Horany col., 1986).

d) Técnicasde tinción sensibles

:

la deteccióny cuantificaciónde moléculasqueestánexpresadasennúmero

bajo en lasuperficiecelularhasido difícil de llevar a cabo.Con técnicasderutina el

límite de detección mediante c. f. de moléculas marcadas con FITC es

aproximadamentede 3.000 por célula. Además, se debe considerar la

autofluorescencia,que puedeser equivalentea más de 30.000 moléculasde

fluoresceínapor célula (Corsetti y col.,1988). Prácticamente,esto permite la

detecciónde la expresióndel CD2 (alrededorde 40.000moléculasporcélula) y de

CD2S en célulasT activadas(más de 30.000 moléculaspor célula) pero no de

receptoresde linfocinasy de factoresde crecimiento(menosde 500 moléculaspor

célula) o de CD2S en las célulasno activadas(tambiénmenosde 500 moléculaspor

célula).

Existenactualmentetécnicasde tinción altamentesensiblesparala detección

de moléculasque se expresanen bajo número sobre la superficiecelular. Una

reciente permite la detecciónreproducible de menos de 100 moléculas de
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anticuerpounido a moléculasporcélula.Es unatécnicade inmunofluorescenciade

trescapascon un anticuerpomonoclonalque reaccionacon una inmunoglobulina

biotiniladay ficoeritrina-estreptavidina(Zolay col., 1990).

4.6.b. Separación celular <‘sorter”)

Algunoscitómetrosde flujo presentanla capacidadde separarfísicamente

las células, en función de características(difracción de la luz, presenciade

fluorocromos, etc) que se hacen servir para su análisis. Estos aparatos,

denominados‘soríers” o separadorescelulares,permiten obtenerpoblaciones

determinadasy realizar estudios funcionalescon ellas. las posibilidadesde

separaciónquebrindala c. f. sonmuy importantes,especialmentecuandosetrata

de poblacionesmuy minoritariasque se caractericenpor más de un marcador

simultáneo.

4.6.c. El ciclo celular

la c. f. es tambiénaplicableal análisisdel ciclo celular, ya que puede

cuantificarel númerodecélulasen lasdistintasfasesdel ciclo celular.

lascélulasreproductorasno fecundadascontienenADN enun único lote de

cromosomasno emparejados;soncélulashaploides(N). Lascélulasno reproductoras

del mismo organismoson diploides (2N) y contienenun lote de cromosomas

emparejadosy dosvecesla cantidadde ADN de las célulashaploides.Las células

que no seestándividiendo, comoles ocurrea lascélulasmononucleadasdesangre

periférica,sondiploidesnormalmente,estánen la faseGo y no estánproliferando.

Las células que están proliferando -como ocurre con las células epiteliales-,
contienencantidadesdiferentesde ADN, variando de diploide (fase G0/G1) a

tetraploide(4N), justoantesde la división celular.
El ciclo celular comienzacon la faseGí. Las célulasde estafase tienenel

contenidodeADN diploide y sonindistinguiblesde las célulasen la fase Go, pero

estanpreparándoseparasintetizarADN. Cuandolascélulasen la faseGi entranen

la fase 5, comienzana duplicar su ADN y a crear otro lote de cromosomas

emparejados.Cuandolascélulasterminanesteprocesode duplicación,entranen la

faseG2, dondesepreparanparadividirse. Estascélulashanaumentadola cantidad

de ADN de diploide a tetraploide. Las células entran pronto en la fase M,
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dividiéndoseendoscélulashijas, cadaunade las cualescontieneel número2N de

cromosomasy unacantidaddiploidede ADN.

Parael estudiodel ciclo celularmediantecitometríade flujo seempleael IP,

sustancianaranja-rojoque seune alos ácidosnucleicosdedoblecadena.Si seusan

procedimientosde tinción con IP recomendados,que incluyen enzimaspara

destruirel ARN de doblecadena,el detectorFL-2 del citómetroesunamedidade la

cantidadde IP unido al ADN. La cantidadde fluorescenciaes proporcionalal

contenidodeAIJN de la célula.
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PLANTEAMIENTO Y OBJETIVOS DEL ESTUDIO



FUNDAMENTO DE ESTE TRABAJO

El fundamentode estetrabajode investigaciónsehabasadoen los siguientes

conceptos:

1. La transformaciónmaligna,que lleva a un crecimientocelularno restringido,

puedeocurrir cuandouna célula adquiere la capacidadde producir y

respondera factores endógenosa través de receptorescelulares de

membrana o intracitoplasmáticos.Este proceso se ha denominado

estimulaciónautocrina (Sporny Roberts, 1985). El conocimientode los

mecanismosdeestimulaciónautocrinatíeneimportancia,por la posibilidad

de identificar un punto de intervención terapéutica.En algunoscasos,

anticuerposfrentea factoresde crecimientoimpiden, casipor completo,el

crecimientode lascélulasestimuladasdeforma autocrina,aunqueenmuchas

ocasiones,estainhibición esparcialo nula. Se hademostradoque los factores

de crecimiento y sus receptorespueden interactuar también en un

compartimentointracelularparadar lugar a una respuestaproliferativa. En

esalocalización,la interacciónentreel factor decrecimientoy sureceptorno

seríaaccesiblea la acciónde las moléculasde anticuerpoempleadas(Langy

Eurgess,1990).Del mismomodo que se describeel procesode estimulación

autocrina,existeigualmenteun mecanismode inhibición autocrina,similar

al descritoperoconacciónsupresoradel crecimientocelular(Sporny Roberts,

1985).

2. Tantoel mielomamúltiple comola leucemialinfática crónicaE sonneoplasias

clonalesde la célulaE, concaracterísticasparalelasy divergentes.Aunqueen

lasdosenfennedadesestáafectadala célulaE, el fenotipode la célulatumoral

varía considerablemente.Las alteracionescitogenéticasy protooncogenes

asociadoscon ambasneoplasiasson diferentes (Barlogie & Gale, 1992).

Ambasentidadesaparecenen personasde edadavanzaday, en ocasiones,

siguenun cursoindolente.Estoshechoshacensuponerque los avancesen el

conocimientode los factoresque intervienenen la patogeniadel mieloma

múltiple ayudaríana aclararaspectospatogénicosde la LIC-E y viceversa.
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3. Se hademostradoque la interleucina6 puedeactuaren el mielomamúltiple

como un factor de crecimientoautocrino (Kawano y col., 1988). Así, las

célulasdenileloma múltiple humanoproduceninterleucina6 y expresanen

su membranael receptor de dicha citocina. Además, ciertas líneas de

mieloma proliferan iii vitro en respuestaa la interleucina 6 exógena,

crecimiento que se inhibe al añadir al medio un anticuerpo frente a la

interleucina6 (Kawanoy col., 1988).

Este proyectotrata de estudiarel papelde la interleucina6 en la LIC-E,

analizandosi estacitocinasecomportademodoparecidoo no a comolo haceenel

mielomamúltiple. Es decir, si la interleucina6 eso no un factor autocrinoen el

desarrollodela LIC-E.

OBJETIVOS

Los objetivos que se han planteadoa la hora de realizar estetrabajo de

investigaciónson los siguientes:

1. Realizarun estudiofenotípicodetalladode la LIC-E, analizandola expresión

del receptor de la interleucina6 enla superficiede membranade las células

E leucémicas.

2. Estudiar el efecto de la interleucina 6 humanarecombinantesobre la
proliferaciónde los linfocitos B de la LIC-E y si esteefectorevierteal emplear

un anticuerpomonoclonalespecificofrentea esacitocina.Asimismo,analizar

la accióndeotros mitógenos(ésterdel forbol, fitohemaglutinina,interleucina

2) sobrela proliferaciónde dichascélulas.

3. Determinarla producciónde la interleucina6 y del receptorsolubledeesta

citocinapor partede los linfocitos E de la LIC-E, tanto de forma espontánea

comotrasel estímuloconun ésterdel forbol.

4. Estudiar el efecto de la interleucina 6 humanarecombinantesobre la

diferenciaciónde lascélulasE de la LIC-E.
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5. Determinarsi existerelaciónentrela producciónde interleucina6 porparte

de los linfocitos E de la LLC-E y el desarrollode fenómenosdeautoinmunidad.
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PACIENTES, MATERIAL Y MÉTODOS



1. MATERIAL

1.1. Aparatos

- Incubadordeaguade 370C conagitacióncontinua(Unitronic, Selecta,España).

- Cámarade flujo laminar (TelstarS.A, Tarrasa,España).

- CentrífugarefrigeradaSorvalíRC-3 (DupontInstrument,Conn, EEUU).

- CentrífugademesaIEC HN-SII (Damon/IEC,MA, EEUU).

- MicrocentrífugaCentriphuge5414S(Eppendorf,Hamburgo,Alemania).

- Estufade cultivo celularNapro6100 (Napro,Portland,EEUU).

- Microscopiode fluorescenciaLeitz-Dialux 20 EE (Leitz, Wetzlar,Alemania).

- Microscopio invertido decontrastede faseNikon TMS (Nikon, Japón).

- Congeladorde -700C Forma Biofreezer 8200 (Forma Scíentific, Ivlarietta, Ohio,

EEUU).

- Congeladorde -200C Arctis 330 GS (AEG, Alemania).

- Lavadordeplacasde ELISA dedocecanales(Titertek, Flow Iab., ReinoUnido).

- EspectrofotómetroTitertekMultiskan(Flow Iab., It-vine, Ca, EEUU>.

- ColectordecultivosSKATRON AS (Flow Iab., Iierbeyen,Noruega).

- Dispensadorde líquido decentelleo(Accupenser,Nichiro, Japón>.

- ContadorbetaRackbeta(IKE-Wallac, Finlandia).

- Citómetro de flujo Facscan(Becton Dickinson ImmunocytometrySystems,San

José,California, EEUU).

1.2. Productos

- HeparinaLeo al 5% (LaboratoriosLeo, Madrid, España).

- Suerosalinofisiológico (SSF) ApiroserumCloruradosimple (Cloruro sódico) (Ibys,

Madrid, España).

- LymphoprepTM, densidad1077 (NyegaardCo, Oslo, Noruega).

- Azul Tripán (Fluka, ChemischeFabrik, Buchs,SG).
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- Sueroantí-inmunoglobulinade ratón, fluoresceinado(Kallestad,Austin. Tx,

EEUU).
- Anticuerpos monoclonales(EectonDickinson ImmnnocytometrySystems,San

José,California, EEUU). Para la identificacióny cuantificaciónde los antígenos

celularesmediantecitometríade flujo seutilizaron los siguientesanticuerpos

monoclonales:anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8, anti-CDS6, antí-CD19,anti-CD2O,

anti-CDS, anti-CD14,anti-CD16,anti-CD45,anti-HL4 DR, anti-CD2S,anti-CD71,

anti-cadenaligera lambday kappade las inmunoglobulinas.De ellos, unidosa

fluorocromo verde (fluoresceína)fueron: anti-CD19,anti-CD8, anti-CDS, antí-
CD45, antí-C025y anti-X; unidos a fluorocromorojo (ficoeritrina): anti-CDS6,

anti-CD3, anti-CD14, anti-CD19, anti-CD2O, anti-CD71, anti-ic; y unidos a

fluorocromonaranja(tercercolor): anti-CD4,anti-CD19,anti-CD2O,anti-HLA DR.

Como control se empleó un anticuerpode las mismas propiedadesque el

anticuerpomonoclonalusadoen el experimento,pero con una especificidad

irrelevante(control isotipo)y de la mismacasacomercial.

- Anticuerpo monoclonal frente al receptorde la interleucina 6 (R&D Systems,

EEUU).
- Anticuerpo monoclonalmurino frente al receptor (gp8O) de la interleucina 6

humano(Eio-SynthesisD&I, s.a.).

- Interleucina6 humanarecombinante(Promega).

- Interleucína 6 humana conjugada con ficoeritrina (R&D Systems, Inc.,

Minneapolis,EEUU).

- Inteleucina2 recombinante(Hoffman-LaRocheIAC., Nutley, EEUU).

- FitohemaglutininaM (FHA) (Difco, Detroit,Michigan,EEUU).

- Phorbol12, 13-Dibutyrate(PDE) (Sigma,Mo, EEUU).

- Medio RPMI 1640 with 25 mM HepesEuffer, with 1-Glutamine {EioWhittaker.

Walkersville, Maryland21793,EEUU).

- 1 Glutamina(Flow Iab, Irvine, Ca, EEUU).

- HepestM (Flow Iab, Irvine, Ca, EEUU).

- Mezcla antibiótica compuestapor: cloxacilina 500 mg, ampicilina 500 mg,

gentamicina80 mg para50 cc.

- Suerobovino fetal (Gibco, GrandIsland, NY, EEUU).

- Timidina tritiada, actividad específica 1 mCi/ml (RadiochemichalCenter,

Amersham,Reino Unido).

- SolucióndecentelleoNormascint(Scharlan,Ferosa,España).

- Anticuerposespecíficosfrente a la cadenaa, y, ~ de la IgG humana,desarrollada

encabra(SigmaChemicalCo, St. buís, EEUU).
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- Anticuerpos específicos,desarrolladosen cabra, frente a la IgA, IgG, lgM

humanasy conjugadocon peroxidasa-SigmaHorseradishPeroxidase,Type VI-

(SigmaChemicalCo, St. Louis, EEUU>.

- CápsulasdeEuffer Carbonato-Eicarbonato(SigmaChemicalCo, St. Louis, EEUU).

- Cápsulasde Buffer Fosfato-CitratoconPerboratosódico (SigmaChemicalCo, St.

Louis, EEUU).

- O-Phenylenediamine(OPD) Dihydrochloride(SigmaChemicalCo, St.Louis, EEUU).

- Tween20 (Merck, art. 822184).

- lnmunoensayopara la determinacióncuantitativade las concentracionesde

interleucina 6 humana en suero y sobrenadantes<R&D Systems, Inc.,

Minneapolis,EEUU).

- lnmunoensayopara la determinacióncuantitativa de las concentracionesdel

receptor soluble de la interleucina 6 humanaen sueroy sobrenadantes(R&D

Systems,Inc., Minneapolis,EEUU).

- Medio completo: se utilizó RPMI 1640 suplementadocon 1-glutamina 2 mM y la

mezclaantibióticaantesseñaladaal 1%.

- Medio decultivo: se utilizó Mediocompleto,al queseañadiósuerobovino fetal al

10%.

- Disolución salinafosfatada(PES). Por cadalitro de aguadestiladase disolvieron

8.75 g dePO4HNa2,1.89 g de PO2H2Ky 4.25 g de CíNa; seajustó el pH a7.4.

2. PACIENTES Y MUESTRAS DE SANGRE

2.1. Pacientes

Las muestrasde sangreutilizadasparala realizacióndeesteestudiofueron

obtenidasentrediciembrede 1992 y julio de 1994 de treintay nuevepacientes,

diagnosticadosdeLIC-E, segúnlos criterios anteriormenteexpuestos(Montserrat,

1992). Los pacientesproveníande los Servicios de Hematología(35), Medicina

Interna1(1), Medicina Interna11(1),Gastroenterología(1) y Cirugía Digestivo (1),

de la Clínica Puertade Hierro.
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De los treintay nuevepacientescatorceeranvaronesy veintícincomujeres,

conunaedadmediade 65 años(rango:46 - 82).

La distribuciónde los pacientespor estadios,enel momentode recogidade

las muestras,fue la siguiente:veintidóspacientesseencontrabanen el estadioO

de Rai; cinco en estadio1; nueveenestadioII; uno en estadioIII y dosen estadio

IV. Porlo quehacereferenciaal sistemade estadiajede Einet, treintay uno de los

pacientesestabanincluidos en el estadioA; cinco en el estadioE y tres en el

estadioC.

Ningún pacientehabíarecibido tratamientoquimioterápico previo por su

LIC-E. Sólo un pacientehabíapresentadomanifestacionesautoinmunes,que

consistieronen la positividad de la pruebade Coombsdirecto, en ausenciade

anemiao de otro fenómenoinmunológico (Tabla 4). Ninguna de las muestras

incluidasenel estudioprocedíade pacientesconparaproteinemiamonoclonal.

2.2. Muestras recogidas

En cadapacienteseobtuvierondosmuestrasde sangremediantepunciónen

venaperiférica:

a) 10 a 30 ml de sangretotal, recogidaen tuboscomercialesquecontenían

heparinacálcicaal 0.1%.
b) 10 ml de sangretotal, recogidaen tuboscomercialessin anticoagulante,

de dondeseobtuvo sueropor centrifugaciónde la muestraa 800 g, durante10

minutos.

Las muestrasde sangreheparinizadase procesaronen los 30 minutos

siguientesa su extracción,en condicionesde esterilidad. El suerose conservó

congelado,a -700C, en partesalícuotasde 0.5 mi, hastasuutilización.
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TABLA 4.
LINFÁTICA

Paciente

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39

CARACTERÍSTICAS DE LOS 39 PACIENTES CON LEUCEMIA

CRÓNICA E

Edad

57
47
74
64
72
71
65
71

66
82
76
68
62
65
63
54
46
65
81
62
65
63
75
57
59
60
62
78
71
55
70
56
69
60
78
46
57
74
69

Sexo

y
M
M
M
M
y
y
M
M
M
y
M
M
y
M
y
M
M
y
M
y
M
M
M
y
Nl
y
y
M
y
M
Nl
y
Nl
y
M
M
Nl

Estadiode

Rai

1
II
LV
III
O
O
II
O
II
O
O
o
O
O
O
II
1
O
II
O
O
O
O
O
O
1
II
IV
O
O
II
II
II
o
O
1
O
¡
O

Estadiode

Einet

Fenómenos

autoinmunes

A
A
C
C
A
A
A
A
E
A
A
A
A
A
A
E
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
E
C
A
A
E
E
A
A
A
A
A
A
A

* V: Varón; M: Mujer

** Pruebade Coombsdirecto positivo.
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3. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS DE SANGRE TOTAL:
OBTENCIÓN DE LA SURPOBLACIÓN DE CflULAS B LEUCÉMICAS

las muestrasde sangreheparinizadafueron procesadas,con el fin de

obtenerla poblaciónde célulasE leucémicaslo máspurificadaposiblepararealizar

los estudiosque semencionanmásadelante.

3.1. Obtención de las células mononucleadas de sangre
periférica (CMSP)

a) Se hicieron dilucionesde la sangredel pacienteal 1:2 o al 1:4, consuero

salinofisiológico (SSF), segúnel contajeleucocitarioprevio.

b) Una vez realizadala dilución, se procedió a la separaciónmediante

gradientede densidadsobreficolí (Eóyum, 1968). Se depositaron30 ml de la

sangrediluida en tubosdeplásticode 50 ml y seañadieroncuidadosamente10 ml

de ficolí, en proporciónde 1 ml de ficolí por cada3 ml de la dilución de sangrey

SSF.

c) lasmuestrassecentrifugarona 600 g durante40 minutos,quedandouna

banda blanquecinaen la interfase sangre-ficolí y un sedimento, donde se

depositaronlos hematíes.Se recogieroncon unapipeta las célulasde la interfase,

queconteníalascélulasmononucleadasde sangreperiférica(linfocitos E, T, células

NR y monocitos).

d) Se realizarontres lavadosde las célulasrecogidas,resuspendiéndolasen

30 ml de SSF, y centrifugandoposteriormentea 400 g, durante10 minutos,a 40C.

El precipitadoobtenido tras el tercer lavadose resuspendióen medio completo

(RPMI suplementadocon suero bovino fetal), hastaalcanzaruna concentración

aproximadade 5 x 106 células/ml.
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3.2. Exclusión de linfocitos T de las CMSP obtenidas,
por roseteo con hematíes de carnero tratados con AET

Para la purificaciónde las poblacioneslinfocitarias se utilizó la propiedad

que tienen los linfocitos T de formar rosetasde manera espontáneacon los

hematíesdeoveja(Jondaly col., 1972; Kaplany col., 1976; Madseny col., 1980).

3.2.a. Preparación del AET

los hematíesse extrajeronpor punción de vena yugular del carnerodel

animalario de la Facultadde Medicina de la UniversidadAutónomade Madrid. Se

diluyeron, volumen a volumen, en condicionesde esterilidad en solución de

Alseviers (20.1 g de dextrosa; 9.10 g de citrato sódico y 4.2 g por litro de agua

destilada,pH: 6.1). Antes de su utilización en cadaexperimento,los hematíesde

carnerose lavarontres vecescon SSF y se disolvieron al 12% en solución de 2-

amino-ethylisothiouroniumbromide -AET- (2 g en 50 ml de agua destilada,

ajustandoel pH a 9 conNaOH 10 N), incubándose15 minutosa 370C. Se lavaron

con SSFy sediluyeron finalmenteal 12%enmedioRPM!.

3.2.b. Exclusión de los linfocitos T de las CMSP

La técnicaserealizóde la siguientemanera:

a) la suspensiónde CMSP se mezcló,a la concentraciónde 3x106células/mí,

con otra suspensiónde hematíesde oveja tratadoscon AET, en una proporción

aproximadade 30x106célulasmononucleadaspor cadaml de la solucióndeAET-

hematíesde ovejaal 12%.

b) La muestrase centrifugóa 250 g durantecincominutosa 40C y se incubó

posteriormentea 40C durante 60 minutos. Despuésde esta incubación se

resuspendieronlos sedimentossuavementey se procedióa unanuevaseparación

mediantegradientesobreficolí, de la formaanteriormentedetallada.

c) Una vez transcurridoel tiempode centrifugaciónquedóunanuevabanda

blanquecinaen la interfasede la suspensiónCMSP-flcoll, queconteníalos linfocitos

E, las célulasNK y los monocitosde sangreperiféricadel paciente.Tambiénquedó

un sedimentoconstituidoporAET-hematíesdeoveja,unidosa los linfocitos T de la

muestra.
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d) A continuación, con una pipeta se recogió la interfase, realizando

posteriormentedos lavados.El sedimento,dondepresumiblementeseencontrarían

los linfocitos T del paciente,se desechópor no necesitarloen experimentos

posteriores.

Al final deesteproceso,al igual que tras la obtenciónde la suspensiónde

CMSP, sehizo un contajey un estudiode la viabilidad de la poblaciónobtenida.La

concentracióncelular se determinóen una dilución al 1:10 de la suspensión

celular, con azul tripán al 0.2% (0.450 ml de azul tripán al 0.2%y 0.050 ml de

suspensióncelular) y se realizó posteriormenteun recuento celular con el

microscopioóptico,utilizando la cámarade Neubauer.El porcentajedecélulasvivas

se estableciópor la capacidadde exclusióndel colorante.

En un principio, a las célulasdeplecionadasde rosetasse las sometióa otro

pasode purificación mediantecitotoxicidaddependientede complemento,usando

un anticuerpomonoclonalantí-CD3paraeliminar los linfocitos T residuales,y un

anti-CD1lb parala deplecióndemonocitos.Al no mejorarlosresultadosobtenidos,

en relación a la purificación de células leucémicas, se abandonó este

procedimiento.

3.3. Exclusión de las células adherentes <monocitos)

Esta técnicase ha llevado a cabo únicamenteen las primerasmuestrasde

sangrerecogidas,y siemprepreviamentea la exclusión de los linfocitos T por

roseteocon hematíesde oveja tratadoscon AET. Constade los siguientespasos

(Fishery col., 1981):

a) las CMSP seresuspendieronen RPM! con20% de SEF, hastaconseguiruna

concentraciónfinal de 2x106 células/ml.Se dispensaron25 ml en cadafrascode

cultivo de 75 cm2 y seincubaronhorizontalmenteduranteunahoraa 370C, con

unaatmósferahunMdificaday con5% de C02.

b) Las célulasmononucleadasno adherentesse decantaronen un tubo de

centrífuga.Se lavó el frascode cultivo suavementecon RPMI completoa 370C, y se

añadióel resultadode estelavadoal tubode centrífuga.

c) Para terminar se realizaron dos lavados como se ha explicado

anteriormente.Se resuspendieronlas célulasen medio completo,y sepracticóel

contaje,al tiempoqueseanalizóla viabilidadcelular.
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d) las célulasadherentes(los monocitos)sedesecharon,porno necesitarlas

en los experimentosposteriores.

Estatécnicano secontinuórealizandoporquela mayoríade las muestrasde

sangrede los pacientesde LIC-E de estaserie no tenían entre las CMSP un

porcentajede monocitoslo suficientementeelevadoqueartefactarael resultadode

los experimentos;además,enestepasoseperdíancélulasno adherentes.

4. PARÁMETROS ANALIZADOS

En cadamuestrade linfocitos E purificadosy desueroserealizó:

a) Estudiofenotípicode las poblacionescelularesmediantecitometríade

flujo.

b) Análisis de la proliferaciónde lascélulasE en cultivo.

c) Estudiode la interleucina6 y del receptorsolublede la citocinaen los

sobrenadantesdelas célulasen cultivo.

d} Detecciónde la interleucina6 y del receptorsolublede la citocinaenel

suero.

e) Estudiode la diferenciacióndel linfocito E leucémicobajoel estímulode

la interleucina6.

f) Análisis del receptorde la interleucina6 en las célulasE encultivo.

g) Estudiode los antígenosdeactivaciónen las célulasE leucémicas.

h) Estudiodel ciclo celularen los linfocitos E de la LIC-E en cultivo.

4.1. CaracterIzación fenotípica de las poblaciones
celulares mediante citometría de flujo

Este estudioseha realizadoen las CMSP y en la poblaciónde célulasE ya

purificada, lo que permitíaconocerel gradode contaminaciónpor linfocitos T,

célulasMC y monocitosde estaúltima población.
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4.1.a. Anticuerpos monoclonales utilizados

En el estudio de las muestrascelularesse han utilizado los siguientes

anticuerposmonoclonalesfrentea antigenosde superficiedemembrana(Tabla5):

a) CD4S, CD3, CD4, CD8, CD56, CD16, CD14, CD19, CD2O, HIA DR: tenían

comofin el análisisdel porcentajede lasdiferentespoblacionescelularesensangre

periféricay el estudiode la proporcióndecélulas1, E, monocitosy NK enel grupo

celularya purificado.
b) anticuerpo anti-lambda (X), anti-kappa Oc): para el estudio de la

monoclonalidadde la poblaciónE.

c) CD5: seempleócomoidentificaciónde la poblaciónleucémica,puestoque

los linfocitos E de la LIC-E tienencomocaracterísticala expresióndel CD5 en su

membrana.

d) CD71 y CD2S: encaminadosal estudio del grado de activación y

proliferacióncelular.

e) La 116 (marcadacon PE) y el anticuerpomonoclonalanti R-116 (no

conjugado):para el estudio de la expresióndel R-1L6 en la superficie de la

membranade lascélulas.

Se ha realizadoun análisisconun único color en el estudiodel anticuerpo

monoclonal frente al receptor de la 116, y con doble y triple color, con las

combinacionesque a continuación se citan (cuando se han utilizado tres

anticuerposmonoclonales,el primerosehausadoconjugadocon FITC, el segundo

conPE, y el tercerodeelloscon TC):

- CD19-CD8, CDS6-CD3, CD4: Se empleancincoanticuerposmonoclonalesen
la misma alícuota, dos conjugadoscon FITC, dos con PE y uno con TC,

respectivamente.Con ellos se havaloradola poblaciónde linfocitos T total (CD3),

junto a las subpoblacionesCD4 y CD8 (inductory supresor),la de los linfocitos E

(CDI9) y la poblacióndecélulasMC (CD56).

- CD5, CDl9, DR: Estacombinaciónseha utilizado paravalorar la población

leucémica,pueslascélulasde la LIC-E, porserde fenotipoE, expresanel CD19 y el

DR. Con estacombinaciónde anticuerposlas célulasleucémicasson triplemente

positivas.
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TABLA 5. LISTA
NORMALIDAD PARA
PERIFÉRICA

DE ANTÍGENOS EMPLEADOS. INTERVALO DE

LAS SUEPOBLACIONES LINFOCITARIAS EN SANGRE

Denominación

CD*

CD3

CD4

CDS

CD14

CD16

CD19

CD2O

CD25

CD4S

CD56

CD71

Intervalo de

nonnalidad(%>

60-8 5

29-59

19-48

7-23

6-29

Expresióncelularprincipal

linfocitos T

linfocitos T, FILA clase II

Linfocitos T, subpoblación de linfocitos E

linfocitos T, FILA clase 1

Monocitos

Granulocitos,

linfocitos E

linfocitos E

Linfocitos E y T activados, Macrófagos activados

leucocitos (Antígeno leucocitario común)

Células NK

linfocitos E y T activados, células en proliferación

Células NK, Macrófag os

* Clusterdifferentiation”
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- CD45, CD14, DR: Sirve para valorar el porcentaje de monocitos de la

muestra. los monocitos son triplemente positivos con esta combinación de

anticuerpos monoclonales. También se utiliza para la determinaciónde la

viabilidad celular.

- anticuerpo anti-X, anti-ic, CD19: Sirve para el análisis de la monoclonalidad

de las células. Las células de la LIC-E serán doblemente positivas para el CD19, por

ser linfocitos E, y para X o k, pero no para las dos cadenas ligeras de las

inmunoglobulinas.

- CD19, CD2O, CDS: Se ha usado esta combinación de anticuerpos

monoclonales para estudiar la expresión del antígeno de superficie CD2O. Al

mismo tiempo, ha sido útil este análisis porque, incluso anticuerpos monoclonales

que parecen tener la misma especificidad pueden dar lugar a resultados diferentes

dependiendo del fluorocromo usado. Así, se ha utilizado el anti-CD19 conjugado

con FITC, con PE y TC. Además, el anti-CD5, otro anticuerpo clave en el diagnóstico

de la LLC-E, se ha usado conjugado con FITC y TC.

- CD2S, CD71, CD19: Con esta combinación de anticuerpos monoclonales se

ha valorado la expresión de la cadena alfa del receptor de la interleucina 2 (CD25) y

el porcentaje de las células en proliferación (CD71); todo ello sobre células E

(CD19).

- CD5, R-1L6, CD19: Se ha valorado así la expresión de] receptor de la

interleucina 6 en la membrana de superficie de la célula leucémica (CD5 y CD19

positivas). Se ha empleadola IL-6 conjugadacon PE y un anticuerpomonoclonal

frenteal receptorde la citocina.

4.1.b. Procesamiento de las muestras para su análisis

Se han empleado dos técnicas de procesamiento de las muestras, según el

anticuerpo monoclonal utilizado estuviera o no conjugado con un fluorocromo:

4.1.l~.1. Inmunofluorescencia directa

Se ha empleado cuando el anticuerpo monoclonal estaba conjugado con un

fluorocromo. Ha sido el caso de los anticuerpos frente a los antígenos: CD3, CD4,
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CDS, CDS6, CD16, CD14, CD19, CD2O, CDS, HLA DR, CD71, CD2S, anti-ic y anti-X.

Como sustratoseha usadola suspensióncelular a estudiar(CMSP o población

purificadade linfocitos E leucémicos),siguiendolos pasosque a continuaciónse

detallan:

1> Se mezclaron0.5x106 células-en un volumende 100 microlitos- con el

anticuerpomonoclonal,ya unidoa la sustanciafluorescente(FITC, PE, tercercolor).

La cantidadde anticuerpomonoclonalconjugadoosciló entre5 y 20 microlitros,

segúnla titulación previamentehechaennuestrolaboratorioconcontrolessanos.

2) Se incubó la suspensióndurante15 minutosa 40C.

Sólo en el análisis del receptorde la interleucina6 en la superficiede los

linfocitos E, y por indicacióndel fabricante,la incubaciónse prolongóhastauna

hora.Además,previamente,la solucióncelularhabíapermanecido30 minutosa

370C paraque se separarala posible 116 endógenade los R-1L6 y dejarana éstos

libres parasu unión con la 1L6 exógenaconjugada,evitandofalsosnegativos.Es un

métodoindirectode medidade la expresióndel receptorde la IL-6, pueslo que se

analizaesla presenciade la citocina,conjugadaconPE, enla superficiecelular.

3) Se realizóun lavadoconPBS al 1% y a 40C, durante10 minutos.

4) Se resuspendieronlascélulas,y sefijaron conformaldehídoal 2% hastael

análisis con el citómetro de flujo en un plazo máximo de 7 días, a partir de

entonces.

4.1.b.2. Inmunofluorescencia indirecta

El estudiode la expresióndel receptorde la IL-6 en los linfocitos E de la LIC-E

se ha realizado también con un anticuerpo monoclonal, no conjugadocon

fluorocromo,y específicofrentea eseantígeno.La técnicacuentacon los siguientes

pasos:

1> Se mezclaron0.5x106células,en un volumen de hasta100 microlitros,

con50 microlitosdel anticuerpomonoclonalno conjugado.

2) Se incubóla suspensióndurante30 minutosa 40C y serealizóun lavado

conPESal 1%, a 40C y durante10 minutos.

3) Se aplicó una soluciónal 1:100 -segúntitulación previa- de la fracción

F(ab)’2 de una inmunoglobulinade cabra-marcadacon fluoresceína-anti-Ig de

ratón,paraevitarunionesinespecíficasa las CMSP.
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4) Se repitió el procesode incubación-30minutosa 40C- evitandola luz tras

lo que se realizó un nuevo lavado.Al final se resuspendieronlas célulasen una

disoluciónfijadorade formaldehídoal 2% hastael análisisporel citómetro.

4.1.c. Estudio de la viabilidad celular y controles

Estudio de la viabilidad celular

La suspensióncelular setiñó con una solución de joduro de propidio, de

formaque la proporciónde célulasconfluorescenciaroja alta (célulasmuertas)se

pudodeterminarporcitometríade flujo.

Controles realizados

- Autofluorescencia:Se procesóunamuestraque sólo conteníala suspensión

celularobjeto del estudio,sin añadirningún anticuerpomonoclonal,conobjeto de

valorarla autofluorescencia.

- Control isotipo: En todoslos casosseempleóun anticuerpocon lasmismas

propiedadesque el anticuerpomonoclonalusadoen el experimento,pero conuna

especificidadirrelevante.Se analizaronde estaformalas unionesinespecíficasdel

anticuerpoa travésde su fragmentoFc, a los receptoresFc que existenen la

superficiedeotros tipos decélulas.

4.1.d. Análisis en el citómetro de flujo

Adquisición de las muestras celulares

Las muestrasfueron estudiadasen el citómetrode flujo. La adquisiciónse

hizo enun “Facscan’ (BecktonDickinson),porsuprograma“Lysys II”. Previamente,

y con un control sano,se ajustó el umbral para la fluorescenciaverde, roja y

naranja,así como la compensaciónentreellas, paraevitar falsospositivos en el

análisisde los datos.Se han utilizado amplificadoreslogarítmicosparaamplificar
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la señaleléctricade los fotodetectores,que son los que seusangeneralmentepara

analizarseñalesde fluorescenciadecélulasconmarcadoresde superficieteñidos.

Análisis de las muestrasadquiridas

El análisisdelos datosserealizóutilizandolos programas‘Lysys II” y “Paint a

Gate’, estudiandoun parámetro-con el histograma-,o bien comparandodos de

ellos-conel ‘dot plot-.

El porcentajede célulasqueexpresabanel antígenode superficiede interés

se determinócolocandoprimeroun cursorenun canalde fluorescencia,utilizando

paraello un controlmonoclonalnegativode la mismaclasede inmunoglobulina.La

posición del control negativose situó en un canal dondeel 3% o menosde las

célulaseranpositivasparael control negativo.Estaerala forma másadecuadade

descubrirunapoblaciónmixta, constituidapor célulasno teñidasy teñidasde

forma intensa. Sin embargo,cuando existía un cambio en la intensidad de

fluorescencia de una población uniforme de células, se emplearon las

característicasde moda, media y medianade esa población para valorar la

positividad, puesto que de lo contrario, el valor de porcentajepositivo sería

erróneo.También,en estecaso,se utilizó la correcciónmatemáticaque permite

realizarel sistemade Lysys II’ y que consisteen la sustracciónde un histograma

“fondo (control) de aquelqueesel histograma‘test’ (backgroundsubstraction”)

sobreunabasecanalpor canal.

Parae] análisisde los antígenosde superficiede membranasedescartaron

las célulasque, en la comparaciónde su Forwardscatter con su “Side scatter”,

correspondíana célulasmuertas.El estudioserealizó:

1) sobre la población total cuandointeresabaver el porcentajede los

diferentesgruposde células,lo que permitía también comprobarel grado de

purificaciónde célulasE leucémicascon lasque sehanrealizadolos experimentos.

2) sobreuna ventanaparticular, correspondientea un tipo concreto de

células.Fue el casodel estudio,por ejemplo,de la presenciade la cadenaligera

lambdao kappade las inmunoglobulinas,o bien de la expresióndel R-1L6 en los

linfocitos E leucémicos.

La ventaja del programa“Paint a Gate’ sobreel “Lysys II” estribaen la

posibilidaddel primerode darel resultadode cadaunade las tres fluorescencias

en cadacélula,cosaimposibleconel otro método.Además,esmássencillo colocar

los cursoresen dicho programa,por la posibilidadde valorar la morfologíade la
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curva.En cualquiercaso,sehanutilizado ambossistemasa la horade llevar a cabo

e] análisisde las muestras.

4.1.e. Detección del receptor para hematíes de ratón

Estadeterminaciónsefundamentaenque los linfocitos de la LLC-B tienenen

su membranade superficie, receptorespara los hematíesde ratón, lo que

constituyeun marcadorde células B inmaduras.Estehallazgohasido considerado

pormuchosautorescomoel mejormarcadordiagnósticode la LLC-B (Hoklandy col.,

1992).

Se ha realizadoeste estudio en los primeros enfermos de esta serie.

Posteriormenteseabandonó,al sersuficienteparael diagnósticocorrectodela LLC-

E el análisis fenotípico mediantecitometría de flujo. Por otra parte, es un

procedimientolaboriosoy sometidoa la subjetividaddel ojo humano,al contrario

que el análisisfenotípicopor citometríade flujo.

Los hematíesfrescosderatónseobtienenpor sangrado,previaanestesiacon

éter, del plexo retro-orbitario de ratonesSwis. Se sangrancomo mínimo tres

ratones, y los hematíesse lavan tres veces con suero salino fisiológico,

resuspendiéndolosen medio Tc 199 al 1%. Su utilización debeserinmediata.La

técnicaserealizócon 3x105 linfocitos enun volumenaproximadode 0.1 mí, al que

se añadió 0.2 ml de hematíesde ratón al 1% y 0.1 ml de SBF, absorbido

previamentecon hematíesde ratón. Se centrifugó 5 minutos a 200 g, y a
continuaciónse resuspendiósuavemente,sin necesidadde incubaciónprevia.Se

añadióunagotade naranjadeacridina,leyéndoseseguidamenteenel microscopio

de fluorescencia,y seprocedióa calcularel porcentajede linfocitos aisladosy de

linfocitos rodeadosde hematíes,que son llamadosrosetas.Se consideróroseta

cuandoel linfocito tenía treso máshematíesadheridos.

4.2. Respuesta proliferativa de las células B
leucémicas, estudiada en los cultivos celulares

En esteapartadose describeel procedimientoempleadoparadeterminarla

función inmunológicabásicade los linfocitos B leucémicos,es decir, la respuesta
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proliferativa espontáneay trasunavariedadde estímulosde los linfocitos E en

cultivo.

4.2.a. Cultiva

Las células E leucémicasfueron cultivadas en medio completo a una

concentraciónde 0.5x106ó de 2.5x106célulasporml. Se sembraronporduplicado

enplacasestérilesde 96 pocillos, confondoplano,de formaque quedaseal final un

volumende0.2 ml porpocillo. El tiempodecultivo fue de 3 y 7 días.

Todos los cultivos celularesrealizadosse desarrollaronen condicionesde

esterilidad,manteniéndosea 370C enatmósferacon5% de CO
2 y 95%de humedad

relativa.

4.2.b. Medida de la respuesta proliferativa
estimulada

Todos los mitógenosutilizados se añadieronal principio del cultivo. La

concentraciónadecuadadel agentemitógenovarió concadalote de fabricación,por

lo que se utilizó sólo uno, en el que se determinósu concentraciónóptima sobre

cultivos dedonantessanos.Los miitógenosutilizadosy lasdosisempleadasfueron:

- Fitohemaglutinina(PHA): 10 gg/ml. Es un activadorpoliclonal de la célulaT

y se empleócomo control interno del experimentocon el objetivo de detectar

posiblescélulasT contaminantes.

- Interleucina2 recombinante(IL-2): 100 y 10 U/ml.

- Phorbol 12, 13-Dibutyrate(PDB): 25 ng/ml.

- Interleucina6 recombinante(IL-6).

- Anticuerponeutralizantefrentea la interleucina6 humana<anti-1L6).

Tantoenel casodela interleucina6 recombinantecomoenel del anticuerpo

neutralizantefrente a la 1L6 humana,seestudióel efecto funcional de un rango

amplio de dosis,que oscilaronentre 20 ng/ml a 0.625 pg/ml parala IL-6 y entre
SO ~.tg/mla 0.5 ng/ml parael anti-1L6.

Se usóese rangode dosisparala IL-6 partiendodel estudiopublicadopor

Levy y col., 1990. El rango de dosis empleadoparael anti-1L6 sehizo segúnlas

indicacionesdel fabricante,basadasen un estudiode la dosis neutralizante50

(DNso).

104



4.2.c. Medida de la respuesta proliferativa
espontánea

En laplacadecultivo seincluyerontambiénpocillos conla suspensióncelular

y sin mitógenoalguno,con el fin de medir la respuestade fondo,así como para

estudiarla respuestaproliferativa espontáneade lascélulasde la LLC-B.

4.2.d. Cuantificación de la proliferación celular

El métodoempleadoparala cuantificaciónde la proliferacióncelular fue el

análisisde la incorporacióndetimidina tritiada(3HT) al ADN sintetizadodenovo.

Paraello, tras la adición de 1 microcurio de 3HT a cadapocillo durantelas últimas

18 horas, los cultivos se recogieronpor aspiración,utilizando un colector de

cultivos Skatron,obteniéndoselos extractossecosde dichos cultivos. La 3HT no

incorporadaal ADN celular se eliminó. Estosextractossecossedistribuyeronen

vialesde centelleoa los queseañadió4 ml de liquido decentelleo.Se determinóla

emisión de radiaciónbetaen cuentaspor minuto (cpm) en un contadorbeta.La

adición de la 3HT al cultivo se hizo siempreen el mismoperiodo de tiempo en

todos los experimentos.Los resultadosse expresaroncomola mediaaritméticade

las determinacionesrealizadasen cadacaso,siendola variabilidadde los valores

individuales menor del 10% de la media. La inducción de la proliferación se

definió comoun aumentomayorde dosvecesencpmencomparaciónconel control

no estimulado.La inhibición de la proliferaciónse definió como unadisminución

mayoro igual del 50%encpmencomparaciónconel control no estimulado.

4.3. Obtención de sobrenadantes de los cultivos de las
células B leucémicas y análisis de la IL-6 y del receptor
soluble de la IL-6 contenidos en los sobrenadantes

4.3.a. Obtención de los sobrenadantes

Se incubaron 2x106 linfocitos E purificados del paciente, a una

concentraciónde 1x106 célulaspormililitro en tubosestériles,en medio completo,

queconteníaun 10%de SBF. El tiempo de incubaciónfue de 24 horas,72 horas,5
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días y 7 días.Las célulasse incubaron,tanto en situaciónbasal,comoañadiendo

POE en los tubos correspondientesa los días 1 y 3, con el objeto de detectarla

secreciónespontáneade 1L6 y compararlaconla secreciónqueexistíacuandohabía

enel medio PDB. Trasla incubación,los tubossecentrifugarona 500 g durante10

minutos. Se recogieronlos sobrenadantesy fueron congeladosa -700C hastasu

utilización.

4.3.b. Análisis de la IL-6 y del receptor soluble de la

IL-6

La cuantificaciónde la concentraciónde la IL-6 y del receptorsolublede la IL-

6 en los sobrenadantesde células en cultivo se realizó medianteun método de

ELISA (‘QuantikineTM”~R&D Systems).

Análisis de la IL-6

a) Principio:

En unaprimeraincubación,la IL-6 presenteen la muestraobjetode estudio

seunió al anticuerpomonoclonalmurino, específicoparala IL-6, y previamente

inmobilizadoen la superficiede los pocillos de la placadondeseiba a realizarel

experimento.En una segundaincubación,se unió a la IL-6 de la muestraun

anticuerpopoliclonal frentea la 11-6, conjugadocon peroxidasa.Paramedir la
actividad enzimáticase usó un cromógeno(tetrametilbencidina)unido a ¡1202,

interrumpiendola reacciónenzimáticaconácidosulfúrico. La intensidadcromática

se determinó a 450 nm, siendoproporcional a la concentraciónde IL-6 de la

muestra.

b) Reactivos:

Envase“humanIL-6 QuantildnelM de R&D Systems,que incluye: placade

96 pocillos recubiertoscon un anticuerpomonoclonalmurino frente a la IL-6;

Cuatroláminasautoadhesivas;conjugadoIL-6 (anticuerpopoliclonalfrentea la IL-6,

conjugadoconperoxidasade rábano);IL-6 humanarecombinante,liofilizada, enun

tampón básico de proteínas(1.5 ng); diluyente de ensayoRD1A (tampón de

proteínas);diluyente calibrador ROSA (tampón de proteínas,utilizado para

reconstituir y diluir la IL-6 humanaliofilizada, obteniendoasí las diluciones

estándares:300 pg/ml, 100 pg/ml, 50 pg/ml, 25 pg/ml, 12.5 pg/ml, 6.25 pg/ml,

3.13 pg/mly O pg/ml); concentradotampónde lavado(soluciónconcentradadeun
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surfactantetampón,a partir del cualseobtieneel tampóndelavado,al añadir480

ml de aguadestiladaa 20 ml del concentradode tampónde lavado); reactivode

color A (peróxidode hidrógenoestabilizado)y E (cromógenotetrametilbencidina

estabilizado);solución sustrato(resultantede la mezclaen volúmenesigualesde

ambosreactivosdecolor);ácidosulfúrico 2 Normal.

c) Procedimiento:

Se añadierona cadauno de los pocillos de la placa, 100 gí del diluentede

ensayoRD1A y 100 jil de cadamuestrade sobrenadanteo de estándar.La placa,

cubiertaconuna láminaautoadhesiva,seincubóa temperaturaambientedurante

dos horas.Se aspiróy se efectuaroncuatro lavadoscon el tampónde lavado.Se

añadióa cadapocillo 200 isl deconjugadode IL-6. La placaseincubó,protegidacon

otra láminaautoadhesiva,durantedoshorasa temperaturaambiente.Se repitió el
procesode aspiradoy lavadoprevio. Se añadieron200 k’ de la soluciónsustratoa

cadapocillo de la placay seincubódurante20 minutosa temperaturaambiente.

Se detuvola reacciónenzimáticaquedaorigena la aparicióndel color con 50 gí de

ácido sulfúrico 2 Normal, La intensidad del color se midió utilizando un

espectrofotómetro,realizandola medidaconun filtro de450 nm en los 30 minutos

siguientes.Por último, sepreparóunacurva,enfrentandola densidadóptica con la

concentraciónde IL-6 en los pocillos estándares.Una vez trazadala curva, y

partiendode la densidadópticade lasmuestrasde los sobrenadantesestudiadasse

determinóla concentraciónde citocinaque existíaencadamuestraanalizada.

Análisis del receptor soluble de la IL-6

El análisisdel receptorsolublede la interleucina6 en los sobrenadantesde

las células leucémicasen cultivo se realizó siguiendoel mismo procedimiento

cuantitativodescrito,con la salvedadde que seemplearonanticuerposfrentea

dichoreceptorsoluble.

a) Principio:

En la primera incubación,el receptor soluble de la IL-6 presenteen la

muestraobjeto deestudioseunió al anticuerpomonoclonalmurino, específicopara

dichoreceptorsoluble,y previamenteinmobilizadoen la superficiede los pocillos

de la placadondeseiba a realizarel procedimiento.En la segundaincubación,se

unió al receptorsolublede la IL-6 de la muestraun anticuerpopoliclonal frentea

dicho receptor soluble, conjugadocon peroxidasa.Para medir la actividad

enzimática se usó un cromógeno (tetrametilbencidina) unido a H202,
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interrumpiendola reacciónenzimáticaconácidosulfúrico. La intensidadcromática

sedeterminóa 450 nm, siendoproporcionala la concentracióndel receptorsoluble

de la 11<6 presentea] inicio en la muestra.

b) Reactivos:

Envase‘humanIL-6sR QuantikinelM’ deR&D Systems,queincluye:placade

96 pocillos recubiertoscon un anticuerpomonoclonalmurino frenteal receptor

soluble de la IL-6; cuatro láminasautoadhesivas;conjugadoIL-6sR (anticuerpo

policlonal frente al receptor soluble de la IL-6, conjugadocon peroxidasade

rábano); receptorsoluble de la IL-6 humanarecombinante,liofilizado, en un

tampón básico de proteínas(10 ng); Diluyente de Ensayo RD1A (tampón de

proteínas);diluyente calibrador RD5C (tampón de proteínas,utilizado para

reconstituiry diluir el receptorsolublede la IL-6 humanarecombinante,liofilizado,

obteniendodeestaformalas dilucionesestándares:2000 pg/ml, 1000 pg/ml, 500

pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62.5 pg/ml, 31.3 pg/ml y O pg/ml); concentrado

tampónde lavado(soluciónconcentradadeun surfactantetampón,a partir del cual

seobtieneel tampónde lavado,al añadir480 ml de aguadestiladaa 20 ml del

concentradotampón de lavado); reactivo de color A (peróxido de hidrógeno

estabilizado)y B (el cromógenotetrametilbencidinaestabilizado);soluciónsustrato

(resultantede la mezclaen volúmenesigualesde ambosreactivosdecolor); ácido

sulfúrico 2 Normal.

c) Procedimiento:

Se añadieron,a cadauno de los pocillos de la placa, 100 pl del diluente de

ensayoRD1A y 100 pl de cadamuestrade sobrenadanteo de estándar.La placa,

cubiertacon unaláminaautoadhesiva,seincubóa temperaturaambientedurante

dos horas.Se aspiró y se efectuarontres lavadoscon el tampón de lavado. Se
añadióa cadapocillo 200 pl deconjugadoIL-6sR. Se incubó,protegidala placacon

otra láminaautoadhesiva,durantedoshorasa temperaturaambiente.Se repitió el
procesode aspiradoy lavadoprevio. Se añadieron200 pl de la soluciónsustratoa

cadapocillo de la placay se incubódurante20 minutos a temperaturaambiente.

Se detuvola reacciónenzimáticaquedaorigena la aparicióndel color con50 gl de

ácido sulfúrico 2 Normal. Se midió la intensidad del color utilizando un

espectrofotómetro,realizandola medidaconunfiltro de450 nm en los 30 minutos

siguientes.Porúltimo, sepreparóunacurva,enfrentandola densidadópticacon la

concentracióndel receptor soluble de la IL-6 en los pocillos estándares,y se

determinóla concentracióndel receptorsoluble de la citocinaque existíaen cada

muestraanalizada.
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4.4. Determinación de la concentración de la IL-6 y del
receptor soluble de la IL-6 en el suero de los pacientes

Ambasdeterminacionesserealizaronsiguiendolos pasosdesarrolladosen el

apartadoanterior,salvo en los siguientespuntos:

a) En el estudiode la IL-6, la dilución de los estándaressellevó a caboconel

diluyentecalibradorRD6F (constituidopor sueroanimalconpreservante)y no con

el RD5A, empleadoen el casode lasmuestrasdesobrenadantes.

b) En el análisisdel receptorsolublede la IL-6 en las muestrasde suero,se

hicieron dilucionesdeesasmuestrasal 1:40conel diluyentecalibradorRD5C.

4.5. Estudio de la diferenciación del linfocito E
leucémico bajo el estímulo de la IL-6

La finalidadde esteexperimentoeracomprobarsi la IL-6 escapazde inducir

la diferenciacióndel linfocito B leucémicohaciacélula plasmáticaproductorade

inmunoglobulinas,comolo haceen linfocitos 8 normales.Paraello sedeterminála

capacidadde síntesisde inmunoglobulinasde los linfocitos E de las muestras

purificadas,cuandoselesponíaen contactocon la IL-6. Además,sellevó a caboun

estudiofenotípicodedichascélulasal finalizarel tiempodecultivo establecido.

4.5.a. Producción de inmunoglobulinas ¡xi vitro bajo
el estímulo de la IL-6

a) Cultivo:

Se determinó in vitro la capacidadde síntesis de inmunoglobulinas,

cultivando l0~ linfocitos E purificadospor pocillo en medio completo,tanto en

situaciónbasal,comoencontactocondiversasdosisdeIL-6, que oscilaronentre20

ng/ml y 0.625 pg/ml. El cultivo celularsemantuvo7 díasenestufaa 370C y 5% de
C02.
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b) Cuantificaciónde las inmunoglobulinas:

La cuantificaciónde las inmunoglobulinascontenidasen los sobrenadantes

serealizópor un métodode ELISA. En esteprocedimiento,un primer anticuerpose

pegóa las superficiesde los pocillos de lasplacasy despuésdebloquearlos lugares

no unidos a éste, los sobrenadantesse incubaron en pocillos separados,

permitiendoasí a la inmunoglobulinade interésunirseal primer anticuerpo.Los

componentesde los sobrenadantesno unidosa la inmunoglobulinaseremovieron

lavando,y se añadió un segundoanticuerpo,conjugadocon una peroxidasa,

dirigido frentea la inmunoglobulinade interés.El excesodel conjugadoseeliminó,

lavandonuevamente,y seañadiósoluciónsustratoa cadapocillo. La cantidadde

color queapareciópor la interaccióndel conjugadoenzimáticoconel sustratofue

directamenteproporcional a la cantidadde inmunoglobulina presenteen el

sobrenadante.Se realizarontres procedimientosde ELISA de forma simultánea,

parala medicióncuantitativade las inmunoglobulinasIgM, IgA e IgG.

Los pasosde la técnicade ELISA empleadafueron los siguientes:

1) Las placasde ELISA se recubrieroncon 200 pl/pocillo de una dilución

1:1000 de anticuerposanti IgM, anti IgA o anti IgG humanas.Se incubaron18

horasen cámarahúmedaa 40C. Posteriormenteselavaron3 vecescon PBS-Tween

0.05%.
2) Se añadió200 pl/pocillo de ocho dilucionesconsecutivasal 1/2 de un

controlconcantidadde inmunoglobulinaconocida.Los sobrenadantesa analizarse

di]uyeronal 1/10 y 1/100 y sedepositaron200 pl por pocillo. Se incubó2 horasa

temperaturaambientey selavé tresvecesconPBSTween0.05%.

3) Se añadió200 pl/pocillo de unadilución 1/2000de anticuerpoanti lgM,

antí IgA o antí IgG conjugadocon peroxidasa.Se incubó 2 horasa temperatura

ambientey selavó cincoveces.

4) Se añadió 200 pl/pocillo del sustrato formado por un cromogeno:

clorhidratode o-fenilendiamina(OPD) diluido (10 pg por cada25 ml de tampón

citrato). Trasaproximadamentedosminutos,seinterrumpióla reacciónenzimática

conácidosulfúrico4 Normal. Despuésseleyó enel espectofotómetroa 492 nm. Con

las ocho diluciones del control conocidose establecióuna recta en la que se

interpolaronlosvaloreshalladosde los sobrenadantesproblemas.
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4.5.b. Estudio fenotipico de los linfocitos B en
contacto con la IL-6 en el medio de cultivo

Al diferenciarse el linfocito E a célula plasmática productora de

inmunoglobulinasse produce un cambio en la expresiónde los diferentes

antígenosde superficie,que lo caracterizan.El objetivo de esteexperimentofue

comprobarsi los linfocitos B de las muestraspurificadasy mantenidasen cultivo

con IL-6 durante siete días, mostrabanun cambio en el fenotipo celular, con

desapariciónde los antígenosde superficiede membranaque se expresanen los

linfocitos E madurospero no en las célulasplasmáticas.Para ello se siguió el

siguienteprocedimiento:

Cultivo

Las células E leucémicasfueron cultivadasen medio completo a una

concentraciónde 1x106 célulaspor ml. Se sembraronpor duplicadoen placas

estérilesde 24 pocillos, confondopíano,de formaquequedaseal final un volumen

de 2 ml porpocillo. El tiempo decultivo fue de 7 días.

El día O se añadió al cultivo interleucina 6 recombinante(IL-6) a una

concentraciónde 1 ng/ml. En la placade cultivo seincluyerontambiénpocilloscon

la suspensióncelulary sin IL-6, con el fin de podercompararel estudiofenotípico

deestascélulascon lasquehabíanestadoencontactocon la citocína.

Todos los cultivos celularesrealizadosse desarrollaronen condicionesde

esterilidad, manteniéndosea 370C, en atmósferacon 5% de CO
2 y 95% de

humedadrelativa.

Caracterizaciónfenotípica de los linfocitos B de la LLC-B en

cultivo

Despuésde permanecerlos linfocitos 8 en cultivo 7 dias, se procedióal

análisisfenotipicode dichascélulasmediantecitometríade flujo.

Se recogióel mediodecultivo queconteníalascélulasobjetodel estudiocon

unapipetaPasteur,y seincorporóa un tubode centrífugade 10 ml estéril.Se lavó

el pocillo de la placade cultivo suavementecon RPMI completoy se añadióel

resultadode estelavadoal tubo de centrífuga.Posteriormentese realizarondos

lavadoscomosehadetalladoen el apartado2.1.. Se resuspendieronlascélulasen
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medio completoy se practicóel contaje,al tiempo que se analizó la viabilidad

celular,medianteel empleodel azultripán.

La combinaciónde anticuerposmonoclonalesfrente a antígenosde

superficiede membranaestudiadosfue la siguiente:

- CDS, CD19, CD2O: Las célulasde la LLC-B, que son triplementepositivas

para estacombiminaciónde anticuerpos,dejande expresardichos antígenosde

superficieal diferenciarsey transformarseencélulasplasmáticas.

- anticuerpoanti-X, anti-ic, CD19: De igual formaseempleóestacombinación

de anticuerposmonoclonales.Al transformarseel linfocito E en célulaplasmática

deja de expresarel antígenoCD19, así como también las inmunoglobulinas

monoclonalesen la superficiecelular,quepasana serintracitoplasmáticas.

El procesamientode lasmuestrasparasuanálisisserealizóporla técnicade

inmunofluorescenciadirecta,comose describepreviamenteen el apartado3.1.b.

En estaocasióntambiénse realizaronlos controlesde autofluorescenciae isotipo,

ya detalladosen el apartado3.1 .c., así como la determinaciónde la viabilidad

celularmediantecitometríade flujo. La adquisiciónde lasmuestrasy el análisisen

el citómetrode flujo sellevó a cabosegúnsehaexplicadoen el apartado3.1.c.

4.6. Análisis del receptor de la IL-6 en la membrana de
las células B en cultivo y de los antígenos de activación
CD25 y CD71

En esteexperimentosevaloró la variaciónen la expresióndel receptorde la

citocinaen la membranade superficiede los linfocitos E leucémicostrasuno, tres,

cincoy sietedíasencultivo. Paraello sesiguió el siguienteprocedimiento:

4.6.a. Cultivo

Las células E leucémicasfueron cultivadasen medio completo a una

concentraciónde 1x106 células por ml. Se sembraronpor triplicado en placas

estérilesde24 pocillos, con fondoplano,de formaquequedaseal final un volumen

de 2 inI porpocillo. El tiempodecultivo fue de uno, tres, cincoy sietedías.
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Todos los cultivos celularesrealizadossedesarrollaronen condicionesde

esterilidad,manteniéndosea 370C enatmósferacon 5% de CO
2 y 95%de humedad

relativa.

4.6.b. Adición de mitógenos al cultivo de células B

Se añadieronal medio completolos siguientesmitógenos:

- Un activador policlonal de los linfocitos E: la cepa Cowan 2 del

Staphylococcusaureus(SAC2). Se emplearon200 pl de SAC2, a unadilución de

1:1000,paraun volumentotal de 2 ml de cadapocillo de la placa. Previamenteal
usodel SAC2 se habíaprobadosu accióna diferentesdiluciones(realizadascon

mediocompleto),frentea unapoblaciónpurificadade linfocitos 8 de unapersona

sana,siendola dilución 1:1000la queresultósermáseficazcomoactivadordeesas

células. La respuestacelular a las diferentes diluciones de SAC2 se estudió

mediantela mediciónde la incorporaciónde timidina trítiadaa los linfocitos E en

cultivo.

- Interleucina2 recombinante(IL-2): Se usóa la concentraciónde 100 U/ml.

- Phorbol 12, 13-Dibutyrate (PDB): Se empleó a la concentraciónde 25

ng/ml.

- Interleucina6 recombinante(IL-6): Se añadióa una concentraciónde 1

ng/ml.

En la placadecultivo seincluyerontambiénpocillos con la suspensióncelular

y sin mitógenoalguno,con el fin de medirla expresióndel receptorde la IL-6 a lo

largo de los diferentesdías de cultivo, y podercompararlacon los hallazgosde

dichoreceptorenla membranade lascélulasquehabíanestadoencontactoconlos

mitógenosempleados.

4.6.c. Estudio del receptor de la IL-6 en la membrana
de los linfocitos B de la LLC-B en cultivo y de los antígenos
CD25 y CD71

Despuésde permanecerlas célulasen cultivo los días determinadoscon

anterioridad,se procedióal análisis del receptorde la IL-6 en la membranade

superficiede las células8 leucémicasmediantecitometríade flujo. Tambiénse

estudióla presenciade los antígenosCD25 y CD71 endichascélulas.
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Se recogióel medio decultivo queconteníalascélulasobjetodel estudiocon

unapipetaPasteur,y seincorporóa un tubode centrífugade 10 ml estéril. Se lavó

el pocillo de la placade cultivo suavementecon RPMI completoy se añadióel

resultadode estelavadoal tubo de centrífuga.Posteriormenteserealizarondos

lavadoscomosehadetalladoenel apartado2.1.. Se resuspendieronlas célulasen

medio completoy se practicó el contaje,al tiempo que se analizó la viabilidad

celular,medianteel empleodel azultripán.

La combinaciónde anticuerposmonoclonalesfrente a antígenosde

superficiede membranaestudiadosfue la siguiente:

- 095, IL-6, CD19: Se utilizó de nuevo un métodoindirectode medidade la

expresióndel receptorde la IL-6, pueslo que se analizó es la presenciade la

citocina,conjugadaconPE, en la superficiecelular.

- CD2S, CD71, C019: Con estacombinaciónde anticuerposmonoclonalesse

valoró la expresiónde la cadenaalfadel receptorde la interleucina2 (CD25) y el

porcentajede lascélulasen proliferación(CD71); todoello sobrecélulasE (CD19).

- CD45,CD14, CD3: Sirvió paravalorarel porcentajede monocitos(CD14) y

de linfocitos T (CD3) presentesen la muestraestudiada.

El procesamientode lasmuestrasparasuanálisisserealizópor la técnicade

inmunofluorescenciadirecta,comose describepreviamenteen el apartado3.1.b.

En estaocasióntambiénserealizaronlos controlesdeautofluorescenciae isotipo,

ya detalladosen el apartado3.1.c., así como la determinaciónde la viabilidad

celularmediantecitometríade flujo. La adquisiciónde lasmuestrasy el análisisen

el citómetrode flujo sellevó acabosegúnsehaexplicadoenel apartado3.1.c.

4.7. Estudio del ciclo celular de los linfocitos B de la
LLC-B en cultivo

Esteexperimentoserealizóparaestudiarel porcentajedecélulasleucémicas

en las diferentesfasesdel ciclo celular, tras 3 y 7 díasencultivo, y encontactocon

diferentesagentesmitógenos.El procedimientoconstóde las siguientesetapas:
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4.7.a. Cultivo

Las células E leucémicas se cultivaron en medio completo a una

concentraciónde 1x106 célulaspor ml. Se sembraronpor duplicadoen placas

estérilesde 24 pocillos, confondoplano,de formaquequedaseal final un volumen

de 2 ml porpocillo. El tiempode cultivo fue de 3 y 7 días.

Todos los cultivos celularesrealizadossedesarrollaronen condicionesde

esterilidad,manteniéndosea 370C en atmósferacon 5% de CO
2 y 95%dehumedad

relativa.

4.7.b. Adición de mitógenos al cultivo de células B

Los mitógenosque seañadieronal cutivo, el díacero, fueron:

- Interleucina2 recombinante(IL-2): Se usóa la concentraciónde 100 U/ml.

- Phorbol 12, 13-Dibutyrate(PDB): Se empleó a la concentraciónde 25

ng/ml. Se utilizó tanto de formaaisladacomoencombinacióncon la IL-6 y con la IL-

2.

- Interleucina6 recombinante(IL-6): Se añadióenel estudiode lasmuestras

de linfocitos E a unaconcentraciónde 1 ng/ml.

- La cepaCowan2 del Staphylococcusaureus(SAC2): Se adicionóde la forma

detalladaen el apartado3.6.
- Fitohemaglutinina(FHA): Se empleóa ladosisde 10 p.g/ml.

En la placadecultivo seincluyerontambiénpocillos con la suspensióncelular

y sin mitógenoalguno,con el fin de medir la respuestade fondo, así como para

estudiarla respuestaproliferativaespontáneadelascélulasde la LLC-B.

4.7.c. Obtención y preparación de las muestras para
el análisis del ciclo celular

Se recogióel mediodecultivo queconteníalas célulasobjeto del estudioy se

incorporó a un tubo de centrífuga.Se lavó el pocillo de la placa de cultivo

suavementecon RPMI completoy se añadióel resultadode estelavadoal mismo

tubo. Se realizarondos lavados, de la misma forma que se ha detalladoen

apartadosanteriores,y se resuspendieronlas células en medio completo,

practicándoseel contajey analizándosela viabilidad celular.
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Se distribuyeronlas célulasen los diversostubosde análisisdel citómetro,

añadiéndosea cadauno 1 ml de etanolpor cada4x106 de célulasDespuésde una

incubaciónde 15 minutosa 40C sehizo un lavadocon4 ml deRPMI (diezminutosa

400 g y a 40C). Posteriormentese decantóy se añadióioduro de propidio (IP), en

unacantidadigual a la mitadde la empleadaconel etanol.Se esperóun mínimode

20 minutos (tiempo en el que las muestrasestuvieronprotegidasde la luz) y se

procedióal análisisde las muestrasmedianteel programa‘Celí fit” del citómetro

de flujo.

4.7.d. Análisis del ciclo celular mediante citometria
de flujo (Programa “Celí fit’)

En el citómetro de flujo, el detector FL-2 midió la intensidad de la

fluorescencianaranja-rojo.El IP es una sustancianaranja-rojoque se une a los

ácidosnucleicos de doble cadena;esta unión se puedecuantificarmedianteel

detectorFL-2. La cantidaddefluorescenciaesproporcionalal contenidodeADN de

la célula. Hay dos parámetrosadicionalesque proporcionael DDM (‘Doublet

Discrimination Module”),y quepermitendistinguir doscélulasjuntas(dobletes)de

célulassimples.Estosparámetrosson: FL2-área(FL2-A) y FL2-anchura(FL2-W, del

inglés “width”). Por ejemplo, se empleó un “dot-plot” con FL2-W y FL2-A para

distinguir dos célulasantesde la síntesisde ADN (célulasen faseG
0/G1) de una

célula tras la síntesisdeADN (célulasen faseG2/M). En la mayoríade los casos,FL2-

A da una medidamejor de la fluorescenciadel IP. Puestoque la emisión de

fluorescenciadel IP entraenel campodel detectorFL-3, no seempleóestedetector

en el estudio.

El programa“Celí fit’ no puededistinguir entre las fasesG0/G1, con el

estudio de la intensidadde fluorescenciay, tambiénlas célulasen fase G2 y M

aparecencomounaúnicapoblación.
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5. ANÁLISIS ESTADÍSTICO

Los datoscuantitativosde esteestudiosepresentande forma resumidacon

la media, desviacióntípica (DS), tamañode la muestra,rango y, en ocasiones,la

mediana.

Previamentea los cálculos estadísticosse contrastaronlas hipótesisde

normalidadconel testde Kolmogorov y dehomogeneidadde varianzasconel test

de Barlett. La aceptacióno rechazode las hipótesisanterioresayudarona utilizar

contrastesparamétricoso no paramétricosrespectivamente.

Análisis intragrupos

Paracompararlas mediasde los índicesdeproliferaciónsegúnel cambiode

las dosis (situación basaly diferentesdosisutilizadasde IL-6 y Anti-1L6) y en

aquellasvariablesque seguíandistribucionesnormales,se realizó un ANOVA

(Análisis de varianza) para medidas repetidas, seguido por el test de

comparacionesmúltiplesde Newman-Keuls.

En aquellasmuestrasen las que se rechazala hipótesisdenormalidad,las

respuestasa los cambios de dosis, se realizaron medianteun ANOVA no

paramétrico(contrastede Friedman),y lascomparacionesindividualesmedianteel

testde rangosdeWilcoxon paradatosapareados.

Análisis intergrupos

Se utilizó el contrastet de Studentparacompararlos grupos,cuandolas

variablescuantitativascumplíanlas hipótesisestablecidas.Si estono ocurría, las

muestrassecompararonmedianteel contrasteno paramétricoU de Mann-Whitney

para muestrasindependientes.

El ANOVA de Kruskall-Wallis esel testno paramétricoutilizado cuandose

contrastabanmásde dosmuestrasy no secumplían las hipótesisestablecidas.
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Para todos los contrastesestadísticosse han consideradoniveles de

significacióninferioresa 0.05 encontrastebilateral.

El análisisestadísticofue realizadoen el departamentode Bioestadísticade

la Clínica Puertade Hierro. Los datosfueron procesadosmedianteun ordenador

Micro-Vax II con programaselaboradosen la SeccióndeBioestadistica
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RESULTADOS



1. ESTUDIO INMUNOFENOTÍPICO DE LAS CÉLULAS
MONONUCLEADAS DE SANGRE PERIFÉRICA

Despuésde obtenerlas célulasmononucleadasde sangreperiférica(CMSP),

procedentesdemuestrasdesangredepacientesconLIC-E, serealizóun análisisde

los antígenosde superficie de membranamediantecitometríade flujo. De esta

formaseconsiguiódiferenciarlassiguientespoblacionescelulares:

1.1. PoblaciÓn de linfocitos T

En todas las muestras,exceptoen una -pacientenúmero17 de la serie-se

analizó la expresióndel antígenode superficiede membranaCD3 (PanT) en las

CMSP. El porcentajede célulasT presentesencadamuestraoscilóentreel 0.5%y el

51.0% (media±D.S.: 15.1%±13.6). Diecinuevepacientes(50.0%) teníanmenos

de un 10% de linfocitos T en sangreperiférica;trece (34.2%)entreun 10-20%; y

en seis de los pacientes(15.8%) el porcentajede célulasmononucleadas,que en

sangreperiféricaexpresabanel antígenoCD3, erasuperioro igual al 30%(Tablas6

y 8).

En veintiséispacientesse estudióademásla expresiónde los antígenosde

superficie de membranaCD4 y CD8, por parte de los linfocitos T de sangre

periférica,que osciló enel casodel antígenoCD4 entreel 0.4 y el 33.0%(media±

D.S.: 9.4%± 8.3), y en el CD8 entreel 0.1% y el 17.0% (media±D.S.: 5.0%±3.6).

En el análisisrealizado,sólo un pacientemostrabael cocienteCD4/CD8 inferior a

uno; en el resto-veinticinco pacientes-el valor del cocienteerasuperiora uno, No

se observóla presenciade célulasde la estirpelinfocitaria T que expresaran,de

forma conjunta en su superficie, los antígenosCD4 y CD8 (Tablas 6 y 8). Las

poblacionespositiva y negativa para cada uno de estos antígenosestaban

claramentediferenciadasentresi.

120



TABLA 6. FENOTIPO DE LAS CÉLULAS MONONUCLEADAS DE SANGRE

PERIFÉRICA EN CADA PACIENTE

HLA-
Pac. CD3 CD4 CD8 CD14 CD16 CD56 CD19 CD2O CDS DR

1 9* 6 3 1 - 0 92 64 99 97
2 2 - - ,0 O - 95 51 98 98 1<

3 2 - - 2 0 0 67 55 - 94 -

4 0.5 0.4 0.1 0 0 0 99 60 99 99 X
5 7 4 3 3 - 1 89 54 96 92 1C
6 2 - - 3 2 2 96 90 - 95 -

7 10 6 4 5 2 1 84 83 94 86
8 10 6 4 1 3 3 85 51 95 85
9 14 9 5 1 - 1 83 56 70 84
10 13 7 6 1 2 0 86 17 92 88
11 45 - - 16 13 13 67 37 71 60 -

12 35 - - 0 2 2 64 37 89 63 -

13 7 4 3 0 0 0.5 91 62 97 91
14 3 2 1 0.5 0 0 96 32 98 97 K
15 17 12 5 4 6 2 77 76 71 78 K
16 8 5 3 0 0 0 90 68 98 82
17 - - - - 13 - - - - - -

18 19 14 5 3 2 1 79 29 92 67 K

19 1 - - 0 0 0 37 44 65 94 -

20 23 12 10 4 - 0 71 23 94 67
21 6 4 2 2 - 0.5 92 83 98 94 1C

22 9 5 4 0.5 3 2 89 - 97 86 X
23 13 1 7 5 85 51 82 83 -

24 30 25 5 6 - 1 62 10 87 70 1C

25 51 - - 13 20 8 13 10 38 41 -

26 3 2 1 0.5 1 2 94 58 96 92 1C

27 5 3 2 1 1 0 93 40 96 94
28 15 - - 3 5 - 87 - 68 88 -

29 39 29 10 4 - 2 55 - - 5~ 1<

30 19 - - 1 4 - 83 30 92 81 -

31 2 - - O 0 0 98 - 97 97 -

32 20 10.5 9.5 7 - - 70 - 81 -

33 22 12 10 1 - 0 74 30 96 74
34 8 5 3 3.5 - - 85 58 - - X
35 6 3.5 2.5 0 - 0 92 65 91 94
36 23 16 7 4 - 8 66 58 89 71 -

37 50 33 17 13 - 16 22 21 70 40
38 4 1 3 3 - 1 93 89 97 92 1<

39 23 17 6 8 - 3 66 - 90 74

* Los valoresrepresentanporcentajesde positividad, exceptola expresiónde la
cadenaligerade la inmunoglobulinaic o X.
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1.2. Población de células “natural klller”

En treinta y tres pacientesse empleóun anticuerpomonoclonalfrente al

antígenode superficiede membrana0956, quecaracterizala poblacióndecélulas

“natural killer’ (NK). Sólo dosde esospacientesteníanun porcentajesuperioral

10% e inferior al 20% (13% y 16%) de célulasNK entrelas CMSP. El resto de las

muestraspresentabaun porcentajede célulasNK comprendidoentreel O y 9%

(media±D.S.: 2.3%±3.7) (Tablas6 y 8).

En las fases iniciales del estudio se utilizó también, en veinticuatro

pacientes,un anticuerpomonoclonal frente al antígeno de superficie CD16

-expresadopor las célulasNK y por unaproporciónde linfocitos T-. El porcentajede

célulaspositivasparadichoantígenoosciló entreel O y el 20% (media±D.S.: 3.7%

±5.0). En cuatrode las muestrasanterioresno se habíaanalizadola expresióndel

antigenoCD56; tres teníanun porcentajeinferior al 5% decélulasCD16 (-~-) entre

las CMSP y uno tenía un 13% (Tablas6 y 8). No se estudióla coexpresiónde los

antígenosde superficie de membranaCD56, CD16 y CD8, que identifican

subpoblacionesfenotípicasde célulasNK.

1.3. Población de monocitos

En todos los pacientes,exceptoen uno -pacientenúmero 17 de la serie-se

analizóla expresióndel antígenodesuperficiede membranaCD14, quecaracteriza

a los monocitos,queosciló entreel O y el 16% (media±LS.: 3.0%±3.8). Treintay

dospacientes(84%) teníanun porcentajeinferior o igual al 5% de monocitosentre

las CMSP; tresteníanentreel 5 y el 10%; y otros trespacientesteníanun porcentaje

superioral 10%de monocitos(13%, 13%, 16%) (Tablas6 y 8).
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TABLA 7. FENOTIPO DE LAS CÉLULAS E LEUCflMJCAS TRAS SU

PURIFICACIÓN EN CADA PACIENTE

CD16 CD56

o
1
o
1
2

1
2
12
o
1

O

2
o

3
1
4
8

11
1
1
3
5
4
O

o
o
o
O
O
O
o
1
O
o
5
o
O
1
o
O
2
O

0.5
o
O
o
4
4
6
1
O

o

O
O
O
3
12
o
1

HL4-
CD19 CD2O CD5 DR

98 47
99 64
87 81
99 52
94 74
92 84
98 84
98 87
99 82
99 59
55 50
79 35
99 72
96 32
94 94
99 73
95 26
94 83
97 44
91 72
99 84
98 96
90 81
77 83
60 33
99 65
98 70
87 -

64 45
83 30
98 -

87 84
98 48
90 31
98 78
92 82
42 40
96 95
79 75

99 95
99 99

- 85
99 99
95 99

- 95
98 98
98 99
51 99
95 98
33 53
82 85
99 99
98 97
82 97
99 100
63 97
94 100
56 93
90 88
99 99
95 98
70 94
22 89
13 84
96 93
93 99
68 88
43 63
92 81
98 98
82 68
98 98
90 90
98 99
91 95
44 82
96 100
82 96

CD25

70

O

90
93
O

70

10

65

70

45
68
80

65

35
70

2

20
95
55
60
15

* Los valoresrepresentanporcentajesdepositividad.

** Muestrasen las queno serealizópurificaciónconhematiesdeoveja.

Pac.

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39

CD3

0*
o
O
O
1
o
o
O

0.5
o

18**
1
o
3
1
O
5
o
1

0.5
o
o
2
o
3
O

0.5
15**
49**
19**

O
3
1
3
1
2
2
O
3

CD 14

o
o
5
O
4
1
3
1

0.5
1
17
o
o
1
1
O
o
o
o
1
O
3
5

21
30

1
1
3
3
1
o
10

1
6.5

1
¡ 3.5

32
4
17
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TABLA 8. FENOTIPO DE LAS CMSP Y DE LA POBLACIÓN E PURIFICADA

Antígenosde membrana

CD3

CD4

CD8

CD14

CD56

CD16

CD19

CD2O

CD5

HLA DR

CD25

Rosetasconhematíesde

ratón

CMSP

15.1%± 13.6w

(0.5% - 51%)

PoblaciónB purificada

3.4%±8.7

(0-49%)

9.4% ±8.3

(0.4%- 33%)

5.0% ±3.6

(0.1%- 17%)

3.0% ±3.8

(0- 16%)

2.3% ±3.7

(0- 16%)

3.7% ±5.0

(0 - 20%)

78.1%±19.7

(13% - 99%)

49.7%±21.7

(10% - 91%)

87.7%±13.4

(38% - 99%)

81.6%±15.6

(40% - 99%)

4.6%±7.9

(0- 32%)

1.2%±2.5

(0- 12%)

2.7% ±3.3

(0- 12%)

89.7%± 13.3

(42% - 99%)

65.6%±21.4

(26% - 95%)

81.1%±23.7

(13% - 99%)

92.0%±10.5

(53% - 100%)

5 1.3%±30.9

(0 - 95%)

83.9%± 11.3

(60% - 97%)

* Media ±D.S. (rango).
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1.4. Población de linfocitos B

Expresión de las cadenas ligeras de las inmunoglobulinas

En veintisiete pacientesse analizó la expresión,en la superficie de la
membranade los linfocitos, de la cadenaligerade la inmunoglobulinakappaOc) o

lambda(X), medianteanticuerposmonoclonalesespecíficos.Diecinuevepacientes

(70%) expresabanla cadenaK, mientrasquelos ochorestantes(30%)expresabanla

cadenaligera X (Tablas6 y 8).

Ningún pacientetenía una doble poblaciónde linfocitos B, es decir, de
linfocitos queexpresaranla cadenaic junto conlinfocitos queexpresaranla cadena

X. Las únicascélulasque expresabanesosantígenosdesuperficieeranlos linfocitos

E, comosedemuestrapor la coexpresióndel antígenoCD19 (Tabla9).

Expresión de los antígenos CD19, CD2O, CDS y HLA DR

El linfocito E leucémicocoexpresalos antígenosde superficiede membrana

CD19, CDS y HLA DR. En la Tabla 5 se detalla, de forma individualizada,la

expresiónde esosantígenosy no su coexpresión,oscilandoentreel 38% y 99%

(media ±D.S.: 87.7%± 13.4) parael CD5; entre el 13% y el 99% para el CD19

(media ±D.S.: 78.1%± 19.7); y entreel 40% y el 99% parael HLA DR (media±

D.S.: 81.6%±15.6). Por último, el linfocito E leucémicoexpresael antígenoCD2O

en la superficiede membrana,oscilandoel porcentajede célulaspositivasentreel

10% y el 91% (media±D.S.: 49.7%±2 1.7). En todaslas muestrasestudiadas,las

célulasCD19 (+) expresabantambiénlos antígenosCD5, HLA DR y CD2O, al realizar

el análisismedianteunatécnicade triple marcaje(Tablas6, 8 y 9).

El análisisde la expresiónde los antígenosCD5, CD19 y HLA DR no planteó

problema, por existir una buenadiscriminaciónentre la poblaciónpositiva y

negativa.No ocurrió lo mismoal estudiarla expresióndel antígenoCD2O en las

células E leucémicas,dondese objetivó una poblacióncelularuniforme que no

presentóunabuenadiscriminaciónfrente al valor elegidocomo negativo,por su

bajadensidadantigénicaen la superficiede la membranade los linfocitos E. Por

eso,como se ha detalladoen el apartadode Pacientes,Material y Métodos, se
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TABLA 9. FENOTIPO DE LAS

TRIPLE MARCAJE. PORCENTAJE

Paciente

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39

CD19±
CDS+

HIA DR+

99.8
99.9
98.2
99.1
99.9
97.9
95.5
94.7
97.9
96.6
98.6
98.7
98.7
99.0
99.0
98.7
99.0
100
99.5
98.0
99.9
95.5
97.9
99.8
98.9
96.7
98.0
98.7
91.4
100
99.5
96.9
89.0
99.3
99.0
90.1
95.3
99.8
99.8

CD19+
CD2O+
CDS+

98.0
98.2
96.2
98.6
99.9
96.3
87.6
96.2
100
94.0
95.5
98.2
98.0
92.0
99.0
97.0
99.1
99.3
99.4
100
98.9
90.2
98.0
88.9
96.9
98.7
98.0

99.2
98.9

98.7
99.8
99.4
99.2
90.0
94.2
99.7
58.1

CELULAS B LEUCeMICAS:

DE EXPRESIÓN

CD19+

97.0
99.9

99.7
99.9

85.5
98.5
99.0
99.0

98.6
99.0
99.0
98.0

99.9

100
99.9
99.0

99.8

98.7
100

99.2

96.2
99.9
98.0
99.9

100
99.7
96.9

CD19+
R-1L6+
CD5#

93.0
96.0

99.0
99.0

91.4
99.0
92.4
95.0

90.0
94.9
99.0
82.0

95.0

98.0
97.0
96.0

98.3

90.3
95.2

95.2

87.0
91.2
91.5
99.3
98.9

93.9
83.2
83.1

ANÁLISIS POR

CD71-
CD25+
CD19+

75.0

o

99.0
99.0

o
99.0

10.0

98.9

99.9

100
99.9
99.8

99.6

99.9
99.0

98.1

99.4
99.9
98.8
99.7
83.6

Total 1 97.8 ± 2.6*
n=32 ¡ (90.1 - 100)

95.9 ± 7.1
(58.1 - 100)

98.5 ±3.0
(85.5 - 100)

93.7 ± 5.0
(82.0- 99.3)

83.7 ±33.4
(0 - 100)

* Media ±D.S. (rango)
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ha utilizado un procedimientomatemático-facilitado porel programaLysys 11 del

citómetrode flujo- que, mediantesustracciónde histogramas,permiteel cálculo

aproximadode las célulasanalizadasque expresanel antígenode superficiede

membranaCD2O.

Determinación de los receptores para los hematíes de
ratón

En diez pacientesde la serie se analizó la presenciade receptorespara

hematíesderatónen lascélulasB purificadas,oscilandolos resultadosentreel 60%

y el 97% (media±D.S.: 83.9%±11.3).

2. ESTUDIO INMUNOFENOTIPICO DE LA POBLACIÓN DE
LINFOCITOS E PURIFICADA

Despuésde

selecciónnegativa

análisis fenotípico

purificaciónde las

la eliminaciónde las células1 de las CMSP (realizaciónde una

con hematíesde carnerotratadosconAET), seha realizadoun

mediantecitometríade flujo, con el fin de valorarel grado de

muestras.

2.1. Población de linfocitos T, monocitos y células NK

18%,

cinco

Cuatromuestrasteníanun porcentajede linfocitos 1 superior al 5% (15%,
19%,49%) en la poblacióncelularpurificada,mientrasqueen las treinta y

muestrasrestantesel porcentajedecélulasT fue inferior al 5% (Tablas7 y 8).

Siete muestrasteníanun porcentajede monocitossuperioral 5% (6.5%,

10%, 17%, 17%, 21%, 30%, 32%) en la poblacióncelularpurificada. En las treintay

dosmuestrasrestantesel porcentajedemonocitosfue inferior al 5% (Tablas7 y 8).
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Respectoa las célulasNK, dosmuestrastenianun porcentajesuperioral 5%

(6%, 12%), a juzgar por la expresióndel antígenode membranade superficie

CDS6. En el resto de las treinta y tres muestrasestudiadas,el porcentajede

positividadfue igual o inferior al 5% (Tablas7 y 8).

2.2. Población de linfocitos B

Las célulasB estudiadasson linfocitos E leucémicos,que expresanal mismo

tiempo losantígenosde membranaCDS, CD19, CD2O, HLA DR y la cadenaligera ic o

X de la inmunoglobulina.Estacoexpresiónantigénicavienereflejadaen la tabla 8 y

se demostrómedianteunatécnicade triple marcaje(Figuras2, 3, 4 y 5).

En conjunto, el porcentajede célulasE de las muestrascelulares,obtenidas

tras la técnicade selecciónnegativacon hematíesde carnerotratadoscon AET,

osciló entreel 85.5%y el 100%(media±D.S.: 98.5%±3.0).Treintade las treinta

y nuevemuestrasestudiadasteníanun porcentajeigual o superior al 95% (Tabla

9). Esta esla poblacióncelularcon la que se ha desarrolladoel resto del trabajo

experimental.

Porcentaje de expresión antigénica

El porcentajede expresiónde los antígenosCDS, CD19 y HLA DR en las

célulasleucémicasfue paralelo.El porcentajede célulaspositivasparael antígeno

CD5 oscilóentreel 13% y el 99% (media±D.S.: 81.1%±23.7); parael CD19 entre

el 42% y el 99% (media±D.S.: 89.7%±13.3),y enel casodel HLA DR estuvieron

comprendidasentreel 53%y el 100%(media±D.S.: 92.0%± 10.5).Porúltimo, la

expresióndel CD2O varió entre el 26% y el 95% (media ±D.S.: 65.6%±21.4).

Todosestosvaloresseobtuvieronmedianteel programade análisis“Lysys II’ del

citómetrode flujo (Tablas7 y 8).
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FIGURA 2. Análisis por “Lysys II” de la población leucémica

purificada. Expresióndel CDS (FITC), CD19 <PB), HLA-DR <TC).
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FIGURA 3. AnálisIs por “Paint a gate” de la población leucémica

purificada. Expresión del CDS (FITC), CD19 (PE), HLA-DR (TC)

FIGURA 4. Análisis por “Paint a gate” de la población leucémica
purificada. Expresión de la cadena A de las inmunoglobulinas

(FITC), i< (PE), CD19 (TC)





Intensidad de fluorescencia

Se ha halladoel valor de la intensidadde fluorescenciaparalos antígenos

CDS, CD19,CD2O, cadenasic o X y HLA DR comomedidaindirectade la densidad

antigénicaen la superficiede la membranacelular. Los resultadosde la mediay

medianade mediasde las intensidadesde fluorescenciavienenexpresadosen las

TablaslOa y lOb, respectivamente.

La intensidadde expresiónde los antígenosde superficieCD5 y CD19 fue

similar, aunque ligeramentesuperior para el CD19, cuandose estudió con

anticuerposmonoclonalesconjugadoscon fluoresceina(FITC). El antígenoCD45

FITC seexpresódeformamásintensaque los antigenosCD19 y CDS.

Cuandoel análisis se hizo con un anticuerpomonoclonalconjugadocon

ficoeritrina (PE), la intensidadde fluorescenciadel antígenoCD19 fue superiora la

del CD2O. Destacala menordensidadantigénicadel CD2O en la superficiede los

linfocitos E de la LLC-B, con relaciónal restode los antígenosque caracterizanla

célula leucémica,incluido la expresiónde la cadenaligera de la inmunoglobulina

kappao lambda.Las cadenas1< o X sehanestudiadoconanticuerposmonoclonales

conjugadoscon fluoresceínao ficoeritrina dependiendode las muestras,y en

amboscasosla densidadantigénicafue mayorcuandoseutilizaronconjugadoscon

PE.

Cuandoel estudioserealizóconanticuerposespecíficosconjugadosconuna

sustanciafluorescentenaranja(TG), la intensidadde fluorescenciafue mayorpara

el antígenoHLA DR, queparalos antígenosCD19 y CD5, y a suvez mayorparael

CD19 quepara el CDS.

2.3. ExpresiÓn del antígeno de activación CD25

En veintiuna de las muestrasse analizó la expresióndel antígeno de

superficiede membranaCD25, que representala cadenaalfa del receptorde la

interleucina2 (Tabla 7). En todos los casosseestudióla presenciadel antígenoen

las células E, a juzgar por la coexpresióndel CDl9, demostradamedianteuna
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TABLA 10. INTENSIDAD DE FLUORESCENCIA DE LOS ANTÍGENOS

ESTUDIADOS EN LA POBLACIÓN B LEUCÉMICA

a) MEDIA DE MEDIAS * D.S. (RANGO).

Antígenosde
membrana

CD 19

CDS

CD2O

HLA DR

CD4S

lic

CD71

CD25

FITC

48.8 ±21.9
(18.9 - 99.2)

PE

246.7 ± 113.3
(60.9 - 579.6)

45.3 ±26.2
(4.6 - 104.6)

TC

306.1 ± 179.5
(20.8 - 817.0)

198.9 ±127.9
(17.5 - 500.2)

77.1 ±118.2
(8.5 - 610.8)

533.2 ±692.5
(58.7 - 3574.6)

126.0 ±68.3
(37.8 - 276.1)

3 2.9/

/17.5 ±7.7
/(6.3 - 28.0)

110.6 ±101.9/
(22.5 - 274.0)1

/130.7 ±78.4
/(43 - 341.8)

8.6 ±3.3
(4.3 - 16.2)

19.1 ±9.2
(5.6 - 35.3)

b) MEDIANA DE MEDIAS.

Antígenosde
membrana

CD 19

CD5

CD2O

HLA DR

CD45

CD71
CD25

FITC

43.6

PE

2 11.2

44.1

39.0

726.7
116.4

32.9/19.0 110.5/118.4

8.1

16.6

TC

284.6

17 5.0
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técnicade triple marcaje(Tabla 9; Figura6). El análisisse llevó a caboen todaslas

muestras con un anticuerpo monoclonalconjugadoconficoerlirina.

La media del porcentajede células que expresabanla cadenaalfa del

receptorde la IL-2 fue del 51.0%±30.9 (rango:O - 95%) (Tablas7 y 8). Seis de los

pacientesconLLC-B expresabanel CD2S en un porcentajeigualo inferior al 20%de

suscélulas;en tresde ellasla presenciadel CD2S eraprácticamenteinexistente.En

lasquincemuestrasrestantes,la expresióndel CD2S oscilóentreel 35%y el 95%.

Se ha hallado el valor de la intensidadde fluorescenciaparael antígeno

CD25. La mediade medianasde la intensidadde fluorescenciafue de 19.1 ±9.2

(rango:5.6 - 35.3),y la medianade medianasde 16.6 (TablaslOa y lOb). Ambos

valores fueron inferiores a los obtenidospara el resto de los antígenosde

membranaestudiadosen los linfocitos B leucémicos,yadetallados.

Al igual que ocurría con el CD2O, se ha objetivado para el CD2S una

poblacióncelularuniforme sin unabuenadiscriminaciónfrente al valor elegido

comonegativo,por su bajadensidadantigénicaen la superficiede membrana.Por

eso,al emplearel métodode la sustraccióndehistogramas,el porcentajede células

queexpresabanla cadenaalfadel receptorde la IL-2 aumentó.

2.4. Expresión del antígeno de proliferación CD71

Los linfocitos E de las muestraspurificadas no expresaban,en situación

basal, el antígeno de proliferación CD71 (el porcentajefue O en todas las

diecinuevemuestrasanalizadas).El estudio se ha realizadocon un anticuerpo

monoclonalconjugadoconfluoresceína.De igual formaqueparael antígenoCD25,

sehaestudiadola coexpresiónde los antígenosCD19 y CD71 medianteunatécnica

directade marcajecon triple color (Figura 6). La mediademediasde la intensidad

de fluorescenciafue 8.6 ± 3.3 (rango: 4.3 - 16.2) y la medianade medias8.1

(TablaslOay lOb).
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FIGURA 5. Análisis por “Palnt a gate” de la población leucémica

purificada. Expresión del CD19 (ETC), CD2O (PB), CDS (TC)

FIGURA 6. AnálisIs por “Paint a gate” de la población leucémica

purificada. Expresión del CD71 <FITC), CD2S (PB), CD19 (TC)





2.5. Expresión del receptor de la IL-6 en la membrana
de los linfocitos B leucémicos

Se estudió la expresióndel receptor de la IL-6 mediante técnicas de

inmunofluorescenciadirectae indirecta.

2.5.a. Técnica de Inmunofluorescencla directa

En veintiocho pacientes se estudió la expresióndel receptor de la

interleucina6 en la membranade los linfocitos E leucémicosen situaciónbasal.

Paraello se empleóla propiainterleucina6 -ligandode dicho receptor-conjugada

con ficoeritrina y se realizó el análisis sobrela poblaciónde células leucémicas

C019 (¾, CD5 (e) (Figuras7 y 8).

En todos los casosseobjetivó la presenciadel receptorde la IL-6 enun 91.2%

± 4.9 (rango: 85% - 100%) de las célulastumorales(Tabla 11). Estos resultados

provienende realizarel cálculomatemáticode la sustraccióndehistogramasque

efectúael programa“Lysys II” del citómetrode flujo, yaqueal igual queocurríacon

el antígenoCD25 y CD2O, el R-1L6 tiene una baja densidadantigénicaen la

superficiede la membranade los linfocitos E leucémicos.

Se analizóla expresióndel receptorde la IL-6 en lascélulasleucémicasde las

muestrassegúnel estadiode la clasificaciónde Rai. De los veintiocho pacientes

estudiados,dieciséisestabanen el estadioO, expresandoel R-1L6 en el 93.1%±4.6

(rango:85% - 100%); tresestabanen el estadio1, expresandoel R-1L6 enel 88.3%±

2.9 (rango: 85% - 90%);ochoen el II, expresandoel R-1L6 enel 88.7%±5.2 (rango:

80% - 95%); uno enel estadioIII, queexpresabael receptorde la citocinaenel 90%

de lascélulas;porúltimo, ningunoestabaen el estadioIV.

Cuando se distribuyeron los pacientessegún los grupos de riesgo

diferenciadospor Rai, seobservóunadiferenciasignificativa (p .< 0.05) entrela

expresióndel receptorde la IL-6 en los linfocitos E de las dieciséismuestrasen el

grupode riesgobajo (estadioO) y la de las once incluidas en el grupode riesgo

intermedio(estadios1 y II). No sepudo realizarel estudioestadísticoentreesosdos

gruposderiesgoy el formadopor los pacientesenel grupode riesgoalto (estadios

III y IV), porconstaréstedesólo un paciente.
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FIGURA 7. Análisis por “Lysys II” de la expresióndel receptor de la

IL-6 en la población leucémica purificada, mediante una técnica

directa de Inmunofluorescenclay utilizando como ligando la IL-6

conjugada con PE. Empleo del cálculo matemáticode la sustracción

de histogramas. Expresión del CD19 <FITC), R-1L6 (PB), CDS <TC).
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FIGURA 8. Análisis por “Paint a gate” de la expresión del receptor

de la IL-6 en la población leucémica purificada, mediante una

técnica directa de inmunofluorescenclay utilizando como ligando la

IL-6 conjugada con PE. Expresión del CD19 (FITC>, R-1L6 (PE), CD5

(TC)





Se halló la intensidadde fluorescenciade la expresióndel R-1L6. La mediade

mediasde la intensidadde fluorescenciafue de 17.4 ± 5.2 (rango: 7.5 - 27.4); la

mediade medianasfue de 15.7 * 4.9 (rango: 6.4 - 25.9) (TablaslOa , lOb y 11).

Estosvaloressonsimilaresa los obtenidosen el análisisde la expresióndel 0925

en lasmismascélulasleucémicasy, por lo tanto,inferioresa los objetivadosparael

restode antígenosdemembrana.

2.5.b. Técnica de inmunofluorescencia indirecta

En quincede los veintiochopacientesanterioresse analizóla expresióndel

receptor de la interleucina 6 en la membranade los linfocitos B leucémicos

utilizando un anticuerpoespecíficofrente a dicho receptor,por una técnicade

inmunofluorescenciaindirecta. El anticuerpo monoclonal se conjugó con

fluoresceína.El estudioserealizó sobrela poblaciónde célulasE purificadas,tras

haberllevado a cabo la exclusiónde los linfocitos T de la poblaciónleucémica

(Figura 9).

Se objetivó la presenciadel receptorde la IL-6 enun 20 a 85%de lascélulas

tumorales,conunamediadel 52.5%±16.7 (Tabla 12). Estosresultadosprovienen,

de igual forma que se describepara la técnicadirecta, de realizarel cálculo

matemáticode la sustraccióndehistogramasqueefectúael programa“Lysys II’ del

citómetrode flujo.

Se analizóla expresióndel receptorde la IL-6 en las célulasleucémicasde las

muestrasdistribuidassegúnlos estadiosde la clasificaciónde Rai. De los quince

pacientesestudiados,diez estabanen el estadioO y expresabandicho antígenode

membranaen el 50.6%±19.1 (rango:20% - 85%); un enfermoestabaenel estadio

1, y expresabael receptorde la citocinaenel 53%de lascélulas;cuatroenel estadio

II, con unaexpresióndel 48.7%±5.4 (rango: 40% - 55%); ningún pacienteestaba

enel estadioIII o IV.

Sehalló la intensidadde fluorescenciade la expresióndel R-1L6. La mediade

mediasde la intensidadde fluorescenciafue de 13.4 ±8.2 (rango: 3.6 - 34.5); la

mediade medianasfue de 6.3 ±2.0 (rango: 2.9 - 11.0) (Tabla 12). Estosvalores

son inferioresa los obtenidosen el análisis de la expresióndel receptorde la

interleucina6, realizadomediantela técnicadirecta.
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FIGURA 9. Análisis por Lysys II” de la expresióndel receptor de la

IL-6 en la población leucémica purificada, mediante una técnica

indirecta de inmunofluorescencia.Expresióndel CD19 (FITC), R-1L6

<PB)





TABLA 11. ANÁLISIS POR CITOMETRIA DE FLUJO DEL R-1L6 MEDIANTE

TÉCNICA DE INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA EN LOS LINFOCITOS B DE
LA LLC: PORCENTAJE DE EXPRESIÓN

INTENSIDAD DE FLUORESCENCIA <I.F)

R-1L6 (%)

sustracción

90

90

90

95

95

95

90

85

90

95

95

90

90

95

95

90

100

85

95

100

85

85

80

85

100

90

90

90

<CON Y SIN SUSTRACCIÓN)

R-1L6 (I.F.)

medias

15.2

14.5

24.5

22.1

12.0

13.0

15.5

17.8

19.1

22.2

20.1

24.0

18.0

27.4

13.0

16.8

23.6

12.7

24.2

21.0

7.5

15.1

10.7

25.0

16.8

15.1

12.0

9.3

R-1L6 (I.F)

medianas

13.2

12.8

23.8

21.2

11.1

10.8

14.7

16.4

17.9

17.3

19.1

17.7

16.4

25.9

11.8

15.1

20.1

11.3

22.8

19.3

6.4

13.4

10.0

23.7

15.6

14.0

10.3

7.5

60.4%±15.6*

(35% - 85%)

91.2%±4.9

(85% - 100%)

17.4 ±5.2

(7,5 - 27.4)

15.7 ±4.9

(6.4 - 25.9)

* Media±D.S. (Rango)

E

Paciente

1

2

4

5

7

8

9

10

13

14

15

16

18

20

21

22

24

26

27

29

31

32

33

34

35

37

38

39

R-1L6 (%)

40

50

75

80

85

60

65

50

60

50

85

50

SO

75

70

60

85

45

70

85

35

45

45

55

80

55

45

40

n=28
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TABLA 12. ANÁLISIS POR CITOMETRÍA DE FLUJO DEL R-1L6 MEDIANTE

TÉCNICA DE INMUNOFLUORESCENCL4 INDIRECTA EN LOS LINFOCITOS E

DE LA LLC: PORCENTAJE DE EXPRESIÓN <CON Y SIN SUSTRACCIÓN) E

INTENSIDAD DE FLUORESCENCIA (I.F)

R-1L6 (%)

sustracción

35

50

40

50

50

20

45

45

85

55

85

60

70

53

45

R-1L6 (I.F)

medias

7.7

12.6

12.2

11.3

17.9

3.6

9.0

5.5

8.2

11.0

34.5

23.0

10.6

25.9

¡ 7.4

R-1L6 (I.F)

medianas

5.1

5.7

8.4

7.0

11.0

2.9

5.1

3.8

5.2

7.5

8.0

8.2

6.8

5.5

4.2

19.3%±95*

(10%- 45%)

52.5 ±16.7

(20%- 85%)

13.4 ±8.2

(3.6 - 34.5)

6.3 ±2.0

(2.9 - 11.0)

* Media±liS. (Rango)

R-1L6 (%)Paciente

5

7

9

13

16

18

21

22

24

27

29

35

37

38

39

10

15

10

15

25

10

20

10

30

25

45

20

25

20

10

n=15
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3. RESPUESTA PROLIFERATIVA DE LOS LINFOCITOS B
LEUCÉMICOS AL PDB, A LA PHA Y AL SAC2 + PDB

Los experimentosse diseñaroncon unaduraciónde tres y sietedías;en el

primer casose utilizaron 100.000célulasporpocillo y en el segundo100.000y

500.000célulasporpocillo. Se analizóla respuestaproliferativade los linfocitos E

leucémicosen cultivo a la PHA y al ésterdel forbol (PDB) de forma aislada(en

cultivo de tres y sietedías), y al activadorpoliclonal de linfocitos B (SAC2) en

combinaciónconel PDB (encultivo de tresdías).

3.1. Estudio de la proliferación de los linfocitos B de la
LLC-B realizado a tres días

El estudiode la respuestaproliferativa al PDE y a la PHA incluyó treintay

nueve muestrasde linfocitos B purificados. Tras excluir los pacientescuyo

porcentajede monocitosy/o linfocitos T erasuperior al 5%, los resultadosse

redujeronal análisis de treinta muestras.Por lo que hacereferenciaal uso del
SAC2 en asociaciónal PDB, el análisis se realizóen dieciochomuestras(Tabla 13;

Figura 10).

3.1.a. Empleo del PDB de forma aislada

La mediade los índicesde proliferaciónobtenidoscon el PDB fue de 2.97 ±

9.71 (rango:0.22 - 54.10),y la medianafue de 1.16.

3.1.b. Empleo de la PHA de forma aislada

La mediade los índicesde proliferaciónobtenidoscon la PHA fue de 1.02 ±

1.19 (rango;0.22 - 6.50).El valor de la medianafue de 0.68, valor esperadopor

serel PHA un estímuloparala proliferaciónde célulasT y estartrabajandocon

linfocitos E de la LLC-B.
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TABLA 13. INDICES DE PROLIFERACIÓN DE LAS CÉLULAS E EN CULTIVO

CON PDB, PHA Y SAC2 + PDB

Cultivo

3 días;

100.000

cél./pocillo

7 días;

100.000

cél./pocillo

7 días;

500.000
cél./pocillo

Númerode

muestras

30

17

21

PDB

2.97 ±9.71*

(0.22 - 54.10)

1.16

1.31 ±1.40

(0.34 - 5.84)

0.84

1.32 ±0.98

(0.00 - 3.16)

1.14

PHA

1.02 ± 1.19

(0.22 - 6.50)

0.68

SAC2 + PDB**

1.84 ± 2.23

(0.25 - 8.29)

1.03

3.06 ±3.25

(0.27 - 9.32)

1.32

3.75 ±6.64

(0.00 - 21.45)

0.88

* Media ±D.S. (rango).Mediana.

** El númerode muestrasanalizadasfue de 18.
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3.1.c. Empleo del SAC2 en asociación al PDB

La mediade los índicesdeproliferaciónobtenidoscon la asociacióndel SAC2

y el PDB fue de 1.84 ± 2.23 (rango:0.25 - 8.29). La medianade los índicesde

proliferación fue de 1.03.

3.2. Estudio de la proliferación de los linfocitos R de la
LLC-B realizado a siete días

Los experimentosde proliferación se llevaron a cabo utilizando una

concentraciónde 100.000 y 500.000 células por cada pocillo de la placa de

proliferación.

3.2.a. Estudio de la proliferación de los linfocitos E
de la LLC-B realizado a siete días con 100.000 células por
pocillo

Se utilizaron el éster del forbol y la PHA sin combinación con otros

mitógenos.El estudiode la respuestaproliferatíva a ambosmítógenos incluyó

diecisietemuestrasde célulasE purificadas,una vez separadasdel análisis tres

muestrascuyo grado de purificaciónno reuníalos criterios exigidos (Tabla 13;

Figura 11).

3.2.a.1. Empleo del PDB de forma aislada

La mediade los indicesde proliferaciónobtenidoscon el POE fue de 1.31 ±

1.40 (rango:0.34 - 5.84),y la medianade 0.84.

3.2.a.2. Empleo de la PHA de forma aislada

La mediade los índicesde proliferaciónobtenidoscon la PHA fue de 3.06 ±

3.25 (rango:0.27 - 9.32).El valor de la medianafue de 1.32.
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3.2.b. Estudio de la proliferaclón de los linfocitos B
de la LLC-B realizado a siete días con 500.000 células por
pocillo

Se utilizaron el éster del forbol y la FHA sin combinacióncon otros

mitógenos. El estudio de la respuestaproliferativa a ambos mitógenosincluyó

veintiunamuestrasde linfocitos E purificados,habiendonuevamenteexcluidodel

análisis dos pacientescon insuficiente grado de purificación celular leucémica

(Tabla 13; Figura 12).

3.2.b.1. Empleo del PDB de forma aislada

La mediade los índicesde proliferaciónobtenidosconel PDB fue de 1.32 ±

0.98 (rango: 0.00 - 3.16),y la medianade 1.14.

3.2.b.2. Empleo de la PHA de forma aislada

La mediade los índicesde proliferaciónobtenidoscon la FHA fue de 3.75 ±

6.64 (rango: 0.00 - 21.45). El valor de la medianafue de 0.88, lo que refleja la

ausenciade linfocitos T en lasmuestrasanalizadas.

4. RESPUESTA PROLIFERATIVA DE LOS LINFOCITOS B
LEUCÉMICOS A LA IL-2 EXÓGENA

Se analizó la respuestaproliferativade los linfocitos B leucémicosa la IL-2

(dosisde 10 U/ml y 100 U/mí) y a la IL-2 en combinacióncon el ésterdel forbol

(PDE). La duraciónde los cultivos fue de tresy sietedías(Figuras10, 11, 12 y 13).

También se analizó si el grado de expresióndel antígenoCD2S por las células

leucémicastenía relación con la respuestaproliferativa deestascélulasen cultivo,

con los mitógenosmencionados.
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4.1. Estudio de la proliferación de los linfocitos B de la
LLC-B realizado a tres días

La concentracióncelularempleadafue de 100.000célulasporpocillo de la

placa de proliferación.Se utilizó la IL-2 a las dosis de 10 y 100 U/mí, de forma

aislada y en combinacióncon el éster del forbol. Tras haber realizado el

experimento en treinta y sietepacientes,el análisis incluyó veintinueve muestras

de linfocitos E purificados, ya que las demás no presentaron el grado de

purificación celular leucémicoapropiado(Tabla 14).

4.1.a. Empleo de la IL-2 de forma aislada

La medíade los índicesde proliferaciónparala IL-2 exógenaempleadaa la

dosisde 10 U/ml fue de 1.13 ±1.04 (rango:0.21 - 4.14; mediana:0.80); y a la

dosisde 100 U/ml fue de 1.60 ±1.20 (rango: 0.32 - 5.79; mediana:1.56) (p <

0.001).

Por lo tanto, la IL-2 recombinanteutilizada en el cultivo como mitógeno

aislado no indujo la proliferaciónde los linfocitos B leucémicos,puestoque las

mediasde los índicesdeproliferaciónno superaronla cifraestablecidade 2.00.

4.1.b. Empleo de la IL-2 en asociación al PDB

Al utilizar la IL-2 recombinantea ladosisde 10 U/mí, encombinaciónconel

ésterdel forbol, la mediade los índicesde proliferación fue de 3.83 ± 13e25

<rango:0.23 - 72.22;mediana:0.80), y de 3.44±9.76 al emplearla IL-2 a la dosis

de 100 U/ml en asociaciónal PDE (rango: 0.23 - 53.23;mediana:1.03) (p < 0.03).

La combinaciónde estacitocinacon el ésterdel forbol no tuvo un efecto

positivosobrela proliferacióncelular leucémica.La asociacióndeambosmitógenos

no llevó consigoun aumentoen los valoresde los índicesde proliferacióncon

respectoal empleode la IL-2 de formaaislada(n.s.).Estosresultadosderivande los

datosobtenidosde las medianasdelos índicesdeproliferación, másvalorables que

las cifras de las medias,debidoal elevadovalor de la desviacióntípica.
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TABLA 14. INDICES DE PROLIFERACIÓN DE LAS CÉLULAS B EN CULTIVO

CON IL-2 E IL-2 + PDB

Númerode

muestras

IL-2:

100/ml

IL-2:

100 U/ml

PDB + IL-2:

10 U/ml

PDE + IL-2:

100U/ml

3 días;

100.000

cél./pocillo

1.13 ±1.04*

29 (0.21 - 4.14)

0.80

1.60 ±1.20

(0.32 - 5.79)

1.56

3.83 ±13.25

(0.23 -72.22)

0.80

3.44 ±9.76

(0.23 - 53.2)

1.03

0.95 ±0.50 2.40 ±2.55 1.12 ±1.56 6.04 ±17.86

100.000

cél./pocillo

14 (0.35 - 1.99)

0.82

(0.87 -10.48) (0.20 - 5.85) (0.21 - 61.2)

1.48 0.62 0.66

3.55 ±5.62

14 (0.16 - 21.7)

15.91±35.81 2.62 ±2.77

(0.17 -133.2) (0.17- 10.30)

10.62 ±24.5

(0.14 - 88.8)

cél./pocillo 1.69

* Media ±D.S. (rango). Mediana.

Cultivo

7 días;

7 días;

500.000

4.24 2.11 1.48
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4.1.c. Influencia de la expresión del antígeno CD25
por las células leucémicas en la respuesta proliferativa a la IL-
2, empleada sola o en combinación con el PDB

En diecinuevede las veintinuevemuestrasestudiadasse determinó la

expresióndel antígenode activaciónCD25. Cinco de ellas presentabanel CD25 en

un porcentajeinferior al 20% (0, 0, 2%, 10%, 15%) y en las catorcemuestras

restantesla expresióndedicho antigenodemembranaerasuperioro igual al 20%.

El valor de la media de los índices de proliferación, al emplearla IL-2

recombinantea 10 U/ml y 100 U/ml, tantode formaaisladacomoenasociaciónal

ésterdel forbol, fue inferior en los pacientesqueexpresabanel antígenoCD25 en

un porcentajeinferior al 20%, que en las catorce muestrasde linfocitos B

purificadoscuyaexpresióndel CD25 erasuperior o igual al 20% (Tabla 15). Sin

embargo,el análisis estadísticono demostró una diferencia estadísticamente

significativa.

4.2. Estudio de la proliferación de los linfocitos E de la
LLC-B realizado a siete días

Los experimentosde proliferación se llevaron a cabo utilizando unas

concentracionesde 100.000y 500.000célulaspor pocillo.

4.2.a. Estudio de la proliferación de los linfocitos B
de la LLC-B realizado a siete días con 100.000 células por
pocillo

En esteanálisis se incluyeroncatorcemuestrasde linfocitos E purificados,

unavez excluidasotrasdosmuestrascon insuficientegradodepurificacióncelular

leucémica.Al igual que en el experimentoprevio, se empleó la IL-2, sola o en

combinaciónconel ésterdel forbol, a las dosisde 10 U/ml y 100U/ml (Tabla 14).

158



TABLA 15. INDICES DE PROLIFERACIÓN DE LAS CÉLULAS B EN CULTIVO

CON IL-2 e IL-2 + PDB: 3 DÍAS DE CULTIVO/100.OOO CÉLULAS

POCILLO

Pacientes

n=19

IL-2:

10 U/ml

IL-2:

100 U/ml 10 U/ml

PDB + IL-2:

100 U/ml

CD2S<20%

n=5

0325 =20%

n=14

0.61 ±0.24 *

(0.33 - 0.78)

1.22 ±1.13

(0.21 - 4.02)

1.21 ±0.78

(0.32 - 1.78)

1.53 ±1.12

(0.55 - 4.80)

1.04 ±0.21

(0.80 - 1.16)

1.91 ± 2.14
(0.25 - 5.90)

1.11 ±0.20

(0.98 - 1.34)

2.16 ±2.61

(0.23 - 8.05)

* Media ±D.S. (rango).

TABLA 16. INDICES DE PROLIFERACIÓN DE LAS CÉLULAS B EN CULTIVO

CON IL-2 e IL-2 + PDB: 7 DÍAS DE CULTIVO/500.000 CÉLULAS POR

POCILLO

Pacientes

n=14

CD2S <20%

n= 3

CD25 =20%

n=1l

IL-2:

10 U/ml

0.62 ±0.48*

(0.16-1.12)

5.06 ±6.63

(1.04 - 21.69)

IL-2:

100 U/ml

1.67 ±1.93

(0.17 - 3.85)

22.04 ±42.24

(0.96 - 133.17)

PDE + IL-2:

10 U/ml

0.48 ±0.34

(0.17 - 0.84)

3.21 ±3.17

(0.22 - 10.30)

PDB + IL-2:

100 U/ml

0.52 ±0.38

(0.26 - 0.96)

14.24±28.50

(0.14 - 88.84)

* Media ±liS. (rango).

POR
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4.2.a.1. Empleo de la IL-2 de forma aislada

La mediade los índicesde proliferaciónparala IL-2 exógenaempleadaa la

dosis de 10 U/ml fue de 0.95 ±0.50 (rango: 0.35 - 1.99; mediana:0.82),y cuando

se usó a dosisde 100 U/ml fue de 2.40 ±2.55 (rango: 0.87 - 10.48; mediana:

1.48) (p < 0.05).

4.2.a.2. Emplea de la IL-2 en asociaciónal PDB

Al utilizar la IL-2 exógenaa la dosisde 10 U/ml encombinaciónconel éster

del forbol, la mediade los índicesde proliferaciónfue de 1.12 ±1.56 (rango:0.20

- 5.85; mediana:0.62),y de 6.04 ±17.86 (rango: 0.21 - 65.25; mediana:0.66) al

emplearla IL-2 a la dosisde 100 U/ml enasociaciónal POE (n.s.).

En resumen,y al igual que seobservócuandoel experimentosellevó a cabo

con unaduraciónde tres días,existió diferenciasignificativaentreel usode la IL-

2, de forma aislada, a la dosis de 100 U/ml y a la de 10 U/ml. Además, la

combinaciónde la IL-2 con el ésterdel forbol no tuvo un efectopositivo sobrela

proliferación celular leucémica.Por último, la asociaciónde ambosmitógenosno

llevó consigoun aumentoen los valoresdelos índicesde proliferaciónconrespecto

al empleode la IL-2 de formaaislada,aunquesí existió diferenciasignificativa (p <

0.05) en el empleode la IL-2 a la dosisde 100 U/mi, solay en asociaciónal POE.

Estosresultadosderivande los datosobtenidosde las medianasde los índicesde

proliferación,másvalorablesque las cifras de las medias,debidoal elevadovalor

de la desviacióntípica (Tabla 14).

4.2.b. Estudio de la proliferación de los linfocitos E
de la LLC-B realizado a siete días con 500.000 células por
pocillo

En esteanálisisseincluyeronquincemuestrasde linfocitos E purificados.Al

igual que en los experimentosprevios,seempleóla IL-2, solao encombinacióncon

el ésterdel forbol, alasdosisde 10 U/ml y 100U/ml (Tabla 14).
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4.2.b.1. Empleo de la IL-2 de forma aislada

La mediade los índicesde proliferaciónpara la IL-2 exógenaempleadaa la

dosis de 10 U/ml fue de 3.55 ±5.62 (rango: 0.16 - 21.69; mediana:1.69), y

cuandose usóa la dosisde 100 U/ml fue de 15.91 ±35.81 (rango:0.17 - 133.17;

mediana:4.24) (p < 0.05).

4.2.b.2. Empleo de la IL-2 en asociación al PDB

Al utilizar la IL-2 recombinantea la dosisde 10 U/mí, encombinaciónconel

ésterdel forbol, la mediade los índicesde proliferaciónfue de 2.62 ±2.77 (rango:

0.17 - 10.30; mediana:2.11),y de 10.62 ±24.46 (rango:0.14 - 88.84; mediana:

1.48)al emplearla IL-2 a la dosisde 100 U/ml enasociaciónal PDB (n.s.).

En conclusión, la IL-2 exógenaa la dosis de 100 U/mí, estimula la

proliferaciónde los linfocitos E purificados,cuandoseempleade forma aislada,a

diferenciade lo que ocurre cuandose utilza a la dosisde 10 U/ml (p < 0.05).

Asimismo, la IL-2 a la dosisde 10 U/ml encombinaciónconel ésterdel forbol tuvo

un efectopositivo sobrela respuestaproliferativa. Por último, existió diferencia

significativa enel empleode la IL-2 de formaaislada,conambasdosisutilizadas,y

con la asociaciónde la citocinaal PDE (p < 0.05). De la mismamaneraqueen los

análisis previos, se escogióel valor de la medianade los indicesde proliferación,

porserla cifra de la desviacióntípicamuy elevada(Tabla 14).

4.2.b.3. Influencia de la expresión del antígeno CD2S en

la proliferaclón celular leucémica a la IL-2, empleada sola o en

combinación con el PDB

En catorcede las quincemuestrasestudiadassedeterminóla expresióndel

antigenode activación CD25. Tres de ellas presentabanel CD2S en un porcentaje

inferior o igual al 15% (0, 0, 10%) y en las oncemuestrasrestantesla expresiónde

dichoantígenode membranaerasuperioro igual al 20%.

El valor de la media de los índicesde proliferación, al emplear la IL-2

recombinantea 10 U/ml y 100 U/ml, tantode formaaisladacomoen asociaciónal

ésterdel forbol, fue inferior en los pacientesqueexpresabanel antígenoCD2S en
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un porcentajeigual o inferior al 15%, queen las once muestrasde linfocitos E

purificadoscuyaexpresióndel CD25 erasuperioro igual al 20%. Esto eracierto al

emplearla IL-2 recombinantea 10 U/ml y 100 U/mt tanto de formaaisladacomo

enasociaciónal ésterdel forbol (Tabla 16). Sin embargo,sólola utilización de la IL-

2 de forma aislada y a la dosis de 10 U/ml llevó consigo una diferencia

estadisticamentesignificativaentreambosgrupos(p < 0.05).

5. RESPUESTA PROLIFERATIVA DE LOS LINFOCITOS B
LEUCÉMICOS A LA IL-6 EXÓGENA:

Se realizaronestudiosdeproliferaciónconunaduracióndetres y sietedías.

Se analizóla acciónde la IL-6, solao encombinaciónconotros mitógenos,sobrela

proliferaciónde los linfocitos E leucemicos.

5.1. Estudio de la proliferación de los linfocitos B de la
LLC-B realizado a tres días

Con las treintay nuevemuestrasde célulasleucémicaspurificadasserealizó

un estudio de proliferación, con una duración de tres días y utilizando una

concentracióncelularde 100.000célulasporpocillo (Tabla 17; Figuras10 y 13).

5.La. Empleo de la interleucina 6 de forma aislada

El análisisincluyó las treintamuestrasconunbuengradode purificación,en

las que se llevó a cabo el estudio.En esteexperimentola IL-6 exógenano hizo

proliferar las células leucémicasen ningunade las dieciséisdosisutilizadas (20

ng/ml a 0.625 pg/ml). Los índicesde proliferaciónno fueron superioresa 2.00 en

ningúncaso.No seobservóunarelaciónlineal dosisde IL-6/respuestaproliferativa

(Tabla 17).
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Tampoco se objetivó una inhibición de la proliferación de las células

leucémicaspor la IL-6 recombinanteen las dosis empleadas,puesla mediade los

índicesde proliferaciónno fue inferior a 0.50 para ningunade las dosisde IL-6

empleadas.Todaslos valoresde las mediasde los índicesdeproliferacióncon las

diferentes dosis de IL-6 eran inferiores a 1.00. Estas cifras oscilaron entre

0.56±0.14 (rango: 0.31 - 0.82; parala dosis de IL-6 de 2.5 ng/mí) y 0.83 ±0.54

(rango:0.25 - 2.44; parala dosisde IL-6 de 625 pg/ml) (p < 0.05).

Las cifras de las medianas de los índices de proliferación estaban

comprendidosentre0.53 (con 2.5 ng/ml de IL-6) y 0.81 (con 5 ng/ml de IL-6). Con

todaslas dosis de IL-6 exógenaempleadaexistía un 25% depacientescon índices

de proliferación inferior a 0.50, y un 75% de los mismoscon índicesinferioresa

1.09.

5.1.b. Empleo de la IL-6 en asociación con el PDB

En esteapartadose detallan los resultadosobtenidosen el estudio de

proliferacióncelularde los linfocitos E leucémicoscuandoseemplearon,de forma

conjunta, la IL-6 en susdiferentesdosis (20 ng/ml a 0.625 pg/ml) y el POE. En

conjunto seanalizarontreinta muestras,las mismasincluidasen el experimento

anterior.

La combinaciónde ambosmitógenosno estimuló la proliferación de las

células leucémicaspurificadas,a ningunade las dieciseisdosis de IL-6 utilizadas

(20 ng/ml a 0.625 pg/ml). Los índicesdeproliferaciónno fueronsuperioresa 2.00

en ningún caso. No se observó una relación lineal dosis de IL-6/respuesta

proliferativa, aunquesí seobjetivó diferenciasignificativa (ANOVA con p < 0.05)

entrelas tres primerasdosis (20ng/mI, 10 ng/ml y 5 ng/mi) y el restode lasdosis

de IL-6 empleadas.Tampocose objetivó inhibición de la proliferación por la

combinaciónde IL-6 recombinantey POE.

Las mediasde los indicesde proliferaciónde las diferentesdosisde IL-6

asociadasal POE oscilaronentre0.60 ±0.34 (rango:0.18 - 1.75; para la dosis de

IL-6 de 20 ng/mI) y 1.26 ±1.34 (rango:0.18 - 7.22; parala dosisde IL-6 de 0.625

pg/ml) (p < 0.05). Las mediasde dichos índicesestabanincluidas entre0.93 ±

0.49 y 1.09 ±0.66 parael abanicode dosis de IL-6 -en combinacióncon el POE-

comprendidas entre 2.5 ng/ml y 1.25 pg/ml, por lo que la respuesta
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TABLA 17. INDICES DE PROLIFERACIÓN DE LAS CÉLULAS B EN CULTIVO

Dosis de IL-6

20 ng/ml

10 ng/ml

5 ng/ml

2.5 ng/ml

1.25 ng/ml

625 pg/ml

312 pg/ml

156 pg/ml

80 pg/ml

40 pg/nil

20 pg/ml

10 pg/ml

5 pg/ml

2.5 pg/ml

1.25 pg/ml

0.625 pg/ml

3 días; 100.000
células/pocillo

0.67 ±0.28*
(0.13 - 1.51)

0.65 ±0.27
(0.19 - 1.28)

0.71 ±0.26
(0.28 - 1.07)

0.56 ±0.14
(0.31 - 0.82)

0.79 ±0.39
(0.23 - 1.87)

0.83 ±0.54
(0.25 - 2.44)

0.69 ±0.46
(0.27 - 2.15)

0.67 ±0.32
(0.19 - 1.71)

0.71 ±0.34
(0.19 - 1.54)

0.75 ±0.56
(0.14 - 2.84)

0.67 ±0.30
(0.15 - 1.45)

0.76 ±0.65
(0.11 - 3.55)

0.63 ±0.54
(0.09 - 3.08)

0.61 ±0.27
(0.06 - 1.13)

0.70 ±0.51
(0.05 - 2.70)

0.70 ±0.54
(0.12 - 2.74)

7 días; 100.000
células/pocillo

0.85 ±0.53
(0.32 - 2.13)

0.86 ±0.45
(0.30 - 1.89)

0.80 ±0.26
(0.36 - 1.30)

0.79 ±0.34
(0.35 - 1.47)

1.03 ±0.49
(0.42 - 1.97)

0.92 ±0.37
(0.41 - 1.69)

0.68 ±0.35
(0.25 - 1.53)

0.75 ±0.34
(0.28 - 1.52)

0.75 ±0.32
(0.17 - 1.52)

0.67 ±0.31
(0.17 - 1.23)

0.76 ±0.33
(0.29 - 1.40)

0.91 ±0.42
(0.28 - 1.71)

0.69 ±0.35
(0.20 - 1.34)

0.79 ±0.34
(0.34 - 1.78)

0.75 ±0.43
(0.28 - 1.86)

0.60 ±0.23
(0.19 - 1.01)

7 días; 500.000
células/pocillo

0.28 ±0.22
(0.02 - 0.81)

0.39 ±0.25
(0.02 - 0.88)

0.45 ±0.27
(0.07 - 0.93)

0.47 ±0.30
(0.09 - 1.03)

0.68 ±0.43
(0.01 - 1.66)

0.78 ±0.41
(0.03 - 1.67)

0.67 ±0.35
(0.05 - 1.16)

0.71 ±0.27
(0.26 - 1.38)

0.70 ±0.32
(0.09 - 1.26)

0.70 ±0.36
(0.09 - 1.46)

0.76 ±0.36
(0.14 - 1.50)

0.81 ±0.32
(0.16 - 1.48)

0.78 ±0.31
(0.14 - 1.22)

0.71 ±0.32
(0.13 - 1.17)

0.66 ±0.32
(0.09 - 1.18)

0.88 ±1.04
(0.10 - 4.59)

* Media±D.S. (Rango).

CON IL-6
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TABLA 18. INDICES DE PROLIFERACION DE LAS CÉLULAS B EN CULTIVO

CON IL-6 + PDB

Dosisde IL-6 + PDE

20 ng/ml

10 ng/ml

5 ng/mi

2.5 ng/ml

1.25 ng/ml

625 pg/ml

312 pg/ml

156 pg/ml

80 pg/ml

40 pg/ml

20 pg/ml

10 pg/ml

5 pg/ml

2.5 pg/ml

1.25 pg/ml

0.625 pg/ml

3 días; 100.000
células/pocillo

0.60 ±0.34*
(0.18 - 1.75)

0.74 ±0.39
(0.23 - 1.61)

0.84 ±0.58
(0.18 - 2.34)

1.03 ±0.68
(0.16 - 2.98)

1.08 ±0.85
(0.26 - 4.38)

1.02 ±0.69
(0.21 - 3.72)

1.07 ±0.80
(0.26 - 3.69)

0.93 ±0.61
(0.32 - 2.72)

1.01 ±0.59
(0.24 - 2.79)

1.09 ±0.66
(0.19 - 2.94)

0.97 ±0.55
(0.24 - 2.04)

1.03 ±0.58
(0.22 - 2.38)

1.02 ±0.53
(0.20 - 2.23)

1.05 ±0.77
(0.27 - 3.72)

0.93 ±0.49
(0.35 - 2.00)

1.26 ±1.34
(0.18 - 7.22)

7 días; 100.000
células/pocillo

0.69 ±0.44
(0.22 - 1.90)

0.97 ±0.84
(0.26 - 3.86)

1.61 ±1.90
(0.37 - 7.99)

1.01 ±0.95
(0.34 - 3.90)

1.09 ±0.59
(0.43 - 2.98)

1.19 ±1.08
(0.29 - 4.95)

1.03 ±1.38
(0.23 - 6.23)

1.14 ±1.01
(0.37 - 4.48)

1.01 ±0.89
(0.32 - 3.93)

0.89 ±0.82
(0.31 -3 .87)

1.25 ±1.11
(0.17 - 4.85)

1.17 ±0.87
(0.37 - 3.97)

0.95 ±1.09
(0.25 - 4.37)

1.17 ±1.06
(0.33 - 3.97)

1.07 ±0.93
(0.44 - 3.99)

0.85 ±0.74
(0.23 - 3.04)

7 días; 500.000
células/pocillo

0.56 ±0.92
(0.03 - 4.28)

0.72 ±1.25
(0.02 - 5.84)

0.59 ±0.36
(0.13 - 1.48)

0.96 ±0.92
(0.13 - 3.93)

1.27 ±1.26
(0.01 - 5.20)

1.59 ±1.91
(0.35 - 7.78)

1.14 ±0.79
(0.16 - 3.03)

1.23 ±0.90
(0.22 - 3.57)

1.08 ±0.69
(0.18 - 2.51)

1.20 ±0.72
(0.27 - 2.87)

1.21 ±0.72
(0.39 - 3.14)

1.19 ±0.73
(0.34 - 3.10)

1.14 ±0.71
(0.33 - 2.82)

1.16 ±0.89
(0.14 - 3.32)

1.53 ±2.05
(0.15 - 8.66)

1.85 ±2.92
(0.16 - 12.02)

* Media±D.S. (Rango).
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proliferativa de las célulasleucémicasa esacombinaciónde mitógenossepuede

considerarnula (índicedeproliferaciónalrededorde 1.00) (Tabla 18).

Asimismo, las medianas de los índices de proliferación estaban

comprendidosentre0.56 (parala dosisde IL-6 de 20 ng/ml con el POE) y 0.99

(parala dosis de IL-6 de 20 pg/ml conel PDE). Con las dosisde IL-6 de 20 ng/ml a

2.5 ng/ml -asociadasal PDB- existía un 25% de pacientescon índices de

proliferacióninferiora 0.50. Con todaslasdosisde IL-6 empleadasen combinación

con el ésterdel forbol existíaun 10% de pacientescon índicesde proliferación

inferior a 0.50.

En relaciónal usode lasdosisdeIL-6 de formaaislada,la combinaciónde la

citocinacon el PDB estimulóla proliferaciónde las célulasB leucémicasde forma

significativa, respectoal empleo de la IL-6 sola, con las dosisde 2.5 ng/mí, y a

partir de la de 312 pg/ml hastala última de 0.625 pg/ml (p <0.05) (Figura 14).

5.1.c. Empleo de la IL-6 en asociación con SAC2

En dieciséispacientesserealizóel estudiode la respuestaproliferatíva de

las células B leucémicascuandose habíaañadidoal medio de cultivo la IL-6

recombinantey el activadorpoliclonal de los linfocitos E SAC2. Las docedosisdeIL-

6 empleadasestuvieroncomprendidasentre 1.25 ng/ml a 0.625 pg/ml. La

concentracióncelular fue de 100.000 células por pocillo de la placa de

proliferación.

La combinaciónde ambosmitógenosno sirvió de estimulodeproliferacióna

las células leucémicaspurificadas,en ningunade las dosis de IL-6 utilizadas.Los

índicesde proliferaciónno fueronsuperioresa 2.00en ningúncaso.No seobservó

unarelaciónlineal dosisde IL-6/respuestaproliferativa.

Las mediasde los índicesde proliferaciónde las diferentesdosis de IL-6

asociadasal SAC2 oscilaronentre0.80 ±0.44 (rango:0.21 - 1.65; parala dosis de

IL-6 de 312 pg/ml) y 1.38 ±1.35 (rango:0.11 - 5.74; para la dosisde IL-6 de

0.625pg/ml) (p <0.05) (Tabla 19).

Asimismo, las medianas de los índices de proliferación estaban

comprendidosentre0.55 (para la dosis de IL-6 de 5 pg/ml con el SAC2) y 1.10

(parala dosisde IL-6 de 40 pg/ml conel SAC2). Aunqueno se objetivó inhibición

de la proliferación por la combinación de IL-6 recombinante y SAC2,
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FIGURA 1 4. Determinación de la respuesta proliferativa (valores
medios) de los linfocitos B de la LLC-B a la IL-6 y a la combinación
de la IL-6 y el PDB. Experimento realizado con una duración de tres
días y una concentración celular de 100.000 células por pocillo.
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TABLA 19. INDICES DE PROLIFERACIÓN DE LAS CÉLULAS E EN CULTIVO

CON IL-6, SAC2 Y PDB. TRES DÍAS DE CULTIVO/100.OOO CÉLULAS POR

POCILLO

Dosisde IL-6

20 ng/ml

10 ng/ml

5 ng/ml

2.5 ng/ml

1.25 ng/ml

625 pg/ml

312 pg/ml

156 pg/ml

80 pg/ml

40 pg/ml

20 pg/ml

10 pg/ml

5 pg/ml

2.5 pg/ml

1.25 pg/ml

0.625 pg/ml

IL-6 IL-6 + SAC2

0.67 ±0.28*
(0.13 - 1.51)

0.65 ±0.27
(0.19 - 1.28)

0.71 ±0.26
(0.28 - 1.07)

0.56 ±0.14
(0.31 - 0.82)

0.79 ±0.39
(0.23 - 1.87)

0.83 ±0.54
(0.25 - 2.44)

0.69 ±0.46
(0.27 - 2.15)

0.67 ±0.32
(0.19 - 1.71)

0.71 ±0.34
(0.19 - 1.54)

0.75 ±0.56
(0.14 - 2.84)

0.67 ±0.30
(0.15 - 1.45)

0.76 ±0.65
(0.11 - 3.55)

0.63 ±0.54
(0.09 - 3.08)

0.61 ±0.27
(0.06 - 1.13)

0.70 ±0.51
(0.05 - 2.70)

0.70 ±0.54
(0.12 - 2.74)

0.85 ±0.48
(0.30 - 1.93)

0.97 ±0.54
(0.23 - 2.25)

0.80 ±0.44
(0.21 - 1.65)

0.92 ±0.49
(0.17 - 2.11)

1.10 ±0.72
(0.31 - 2.51)

1.26 ±0.98
(0.17 - 3.49)

0.86 ±0.62
(0.07 - 2.15)

1.01 ±0.83
(0.12 - 2.96)

0.84 ±0.79
(0.10 - 2.66)

1.11 ±1.06
(0.08 - 2.99)

0.91 ±0.69
(0.12 - 2.12)

1.38 ±1.35
(0.11 - 5.74)

* Media±D.S. (Rango).

IL-6 + PDB IL-6 + PDB+

SAC2
0.60 ±0.34
(0.18 - 1.75)

0.74 ±0.39
(0.23 - 1.61)

0.84 ±0.58
(0.18 - 2.34)

1.03 ±0.68
(0.16 - 2.98)

1.08 ±0.85
(0.26 - 4.38)

1.02 ±0.69
(0.21 - 3.72)

1.07 ±0.80
(0.26 - 3.69)

0.93 ±0.61
(0.32 - 2.72)

1.01 ±0.59
(0.24 - 2.79)

1.09 ±0.66
(0.19 - 2.94)

0.97 ±0.55
(0.24 - 2.04)

1.03 ±0.58
(0.22 - 2.38)

1.02 ±0.53
(0.20 - 2.23)

1.05 ±0.77
(0.27 - 3.72)

0.93 ±0.49
(0.35 - 2.00)

1.26 ±1.34
(0.18 - 7.22)

1.83 ±2.60
(0.25 - 8.70)

2.05 ±2.58
(0.23 - 8.29)

1.88 ±2.62
(0.11 - 8.78)

2.16 ±3.00
(0.21 - 10.62)

1.80 ±2.53
(0.18 - 8.81)

2.06 ±2.81
(0.21 - 10.32)

1.96 ±2.81
(0.26 - 10.21)

1.75 ±2.46
(0.17 - 9.57)

1.72 ±2.18
(0.10 - 7.88)

1.67 ±2.44
(0.06 - 9.17)

1.53 ±1.60
(0.15 - 5.18)

2.26 ±2.87
(0.20 - 9.64)
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al constatarque las mediasde los índicesde proliferaciónestabanpor encimadel

valor de 0.50,seobservóquecontodaslasdosisde IL-6 empleadasencombinación

con el SAC2 existía un 10% de pacientescon índicesde proliferacióninferior a

0.50.

Cuandose compararonlas diferentesdosisde IL-6, empleadasde forma
aislada, con la asociaciónde la citocina al SAC2, no se observóun efecto

significativo sobrela proliferacióncelularleucémicaparaningunade las dosis de

IL-6 empleadas(Figura 15).

5.1.d. Empleo de la IL-6 en asociación con PDB y
SAC2

En las dieciséismuestrasdel apartado5.1.c se realizó el estudiode la

respuestaproliferativa de las célulasE leucémicascuandose habíaañadidoal

medio decultivo la IL-6 recombinante,el ésterdel forbol y el SAC2. Las dosisde IL-

6 empleadasestuvierontambiéncomprendidasentre1.25 ng/ml a 0.625 pg/ml.

La concentracióncelularfue igualmentede 100.000célulasporpocillo.

La asociaciónde los tresmitógenosestimulóla respuestaproliferativade las

célulasleucémicaspurificadas,en cuatrode las dosisde IL-6 utilizadas.Así, los

índicesde proliferaciónfueron superioresa 2.00 al emplearla IL-6 a la dosisde

625 pg/ml (2.05), 156 pg/ml (2.16),40 pg/ml (2.06) y 0.625 pg/ml (2.26). No se

observóunarelaciónlineal dosisde IL-6/respuestaproliferativa.

Los valores de las medias de los índices de proliferación estaban

comprendidosentre1.53 (con 1.25 pg/ml de IL-6) y 2.26 (con0.625 pg/mI de IL-

6) (p < 0.05) (Tabla 19).

Todos los valoresde las medianasde los indicesde proliferaciónestuvieron

por debajode 1.29 y comprendidosentre0.66 -con2.5 pg/ml de IL-6- y 1.29 -con

40 pg/ml de IL-6-. Aunque no se objetivó inhibición de la proliferaciónpor la

combinaciónde los tres mitógenosempleados,al constatarque las mediasde los

índicesde proliferaciónestabanpor encimadel valor de 0.50, seobservóque con

todas las dosisde IL-6 empleadasen combinacióncon el POEy el SAC2 existíaun

10% de pacientescon indicesdeproliferacióninferior a 0.50.
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FIGURA 1 5. Determinación de la respuesta proliferativa (valores
medios) de los linfocitos B de la LLC-B a la IL-6 y a la combinación
de la IL-6 y el SAC. Experimento realizado con una duración de tres
días y una concentración celular de 100.000 células por pocillo.
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Al compararlasdiferentesdosisde IL-6 + SAC2, enausenciay enpresencia

del éster del forbol, se observó diferencia significativa en los índices de

proliferación para las dosis de 5 pg/ml, 1.25 pg/ml y 0.625 pg/ml (p < 0.05)

(Figura 16).

Cuandose analizóde forma comparativalas distintasdosis de IL-6 + POE,

con o sin la combinacióndel SAC2, no se objetivó diferencia significativa en

ningunode los índicesdeproliferaciónobtenidos(Figura 17).

5.2. Estudio de la proliferación de los linfocitos B de la
LLC-B realizado a siete días

Se diseñarondostipos de experimentosconunaduraciónde los cultivos de

sietedías.En el primerode ellos se empleóuna concentraciónde 100.000células

porpocillo, mientrasqueel segundosellevó a caboutilizandounaconcentraciónde

500.000célulaspor pocillo.

5.2.a. Estudio de la proliferación de los linfocitos E
de la LLC-B realizado a siete días con 100.000 células por
pocillo

En veinte muestrasde linfocitos B purificados se realizó un estudio de

proliferación con una duraciónde siete días y una concentraciónde 100.000

célulasporpocillo de la placadeproliferación.Tres de esasmuestrasseeliminaron

del análisispor contarconunapoblaciónde linfocitos T y/o demonocitossuperior

al 5% despuésde haberllevadoa cabola técnicade selecciónnegativaconhematíes

de ovejatratadoscon AET. Al final, el estudioincluyó diecisietepacientes.En los

cultivos celularesse empleóla IL-6 exógenarecombinante,de forma aisladao en

combinaciónconel ésterdel forbol (POE).

S.2.a.1. Empleo de la IL-6 de forma aislada

En esteexperimentola IL-6 exógenano hizo proliferar las célulasleucémicas

en ningunade las dosisutilizadas (20 ng/ml a 0.625 pg/ml). Los índices de
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proliferación no fueron superioresa 2.00 en ningún caso. No se observóuna

relaciónlineal dosisde IL-6/respuestaproliferativa.

Todas los valoresde las mediasde los índicesde proliferación de las

diferentesdosisde IL-6 eraninferioresa 1.03,oscilandoentre0.60 ±0.23 (rango:

0.19 - 1.01; para la dosisde IL-6 de 0.625 pg/ml) y 1.03 ±0.49 (rango: 0.42 -

1.97; parala dosisde IL-6 de 1.25 ng/mí) (p < 0.05) (Tabla 17).

Las cifras de las medianasde los indices de proliferación estaban

comprendidosentre0.60 (con40 y 5 pg/ml de IL-6) y 0.94 (con 10 pg/ml de IL-6).

Aunqueno se objetivó, en conjunto,una inhibición de la proliferaciónpor la IL-6

recombinanteen las dosisempleadas,sí seobservóque con todaslasdosisde IL-6

exógenaempleadaexistía un 10% de pacientescon índices de proliferación

inferior a 0.50.

5.2.a.2. Empleo de la IL-6 en asociacióncon el PDB

En este apartadose detallan los resultadosobtenidosen el estudio de

proliferacióncelularde los linfocitos B leucémicoscuandoseemplearon,de forma

conjunta, la IL-6 en susdiferentesdosis (20 ng/ml a 0.625 pg/ml) y el PDB. Se

analizaronlos datosde las mismasmuestrasincluidasenel experimentodetallado

en el apartado5.2.a.

La combinacióndeambosmitógenosno sirvió deestimulode proliferacióna
las células leucémicaspurificadas,en ningunade las dosis de IL-6 utilizadas(20

ng/ml a 0.625 pg/ml). Los índicesde proliferaciónno fueron superioresa 2.00 en
ningúncaso.No seobservóunarelaciónlineal dosisde IL-6/respuesta.Tampocose

objetivó inhibición de la proliferaciónpor la combinaciónde IL-6 recombinantey

PDB.

Las mediasde los indicesde proliferaciónde las diferentesdosisde IL-6

asociadasal POE oscilaronentre0.69 ±0.44 <rango:0.22 - 1.90; parala dosisde

IL-6 de 20 ng/mí) y 1.61 ±1.90 (rango:0.37 - 7.99; para la dosisde IL-6 de 5

ng/mí) (p <0.05) (Tabla 18).

Asimismo, las medianas de los índices de proliferación estaban

comprendidosentre0.55 (parala dosisde IL-6 de 5 pg/ml conel PDB) y 1.10 (para

la dosis de IL-6 de 5 ng/ml con el PDE). Con todaslas dosisde IL-6 empleadasen

combinacióncon el ésterdel forbol existíaun 10% de pacientescon índicesde

proliferacióninferior a 0.54.
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Al analizarde forma comparativalos índicesdeproliferaciónde lascélulasB

leucémicasen contactocon la IL-6, sin o con la presenciaañadidadel PDB, se

observódiferenciasignificativa (p < 0.05) únicamentecon la dosis de IL-6 de 5

ng/ml (Figura18).

5.2.b. Estudio de la proliferación de los linfocitos B
de la LLC-B realizado a siete días con 500.000 células por
pocillo

En veintitrés muestrasde linfocitos B purificadosserealizó un estudiode

proliferación con una duraciónde siete días y una concentraciónde 500.000

célulaspor pocillo de la placadeproliferación.Dos deesasmuestrasseeliminaron

del análisisporcontarconunapoblaciónde linfocitos T y/o de monocitossuperior

al 5%despuésdehaberllevadoa cabola técnicadeselecciónnegativaconhematies

de ovejatratadoscon AET. Al final, el estudioincluyó veintiún pacientes.En los

cultivos celularesse empleóla IL-6 exógenarecombinante,de forma aisladao en

combinaciónconel ésterdel forbol (PDB). La IL-6 recombinanteseañadióal cultivo

en unavariedadde dosiscomprendidasentre20 ng/ml y 0.625pg/ml.

5.2.b.1. Empleo de la IL-6 de forma aislada

En esteexperimentola IL-6 exógenano hizo proliferar las célulasleucémicas

en ninguna de las dosis utilizadas. Los indices de proliferación no fueron

superioresa 1.00 en ningún caso.No seobservóuna relaciónlineal dosisde IL-

6/respuestaproliferativa, aunquesi exixtió diferenciasignificativa (ANOVA con p

< 0.05) entrelas cuatroprimerasdosis de citocina(20 ng/ml a 2.5 ng/mí) y el

resto de las dosisde IL-6 usadas(1.25 ng/ml a 0.625 pg/ml). Sí seobjetivó una

inhibición de la proliferaciónpor la IL-6 recombinanteconcuatrode lasdosisde IL-

6 empleadas(20 ng/mí, 10 ng/mí, 5 ng/mí, 2.5 ng/mi), puestoque las mediasde

los índicesde proliferaciónparaesasdosisfueron inferioresa 0.50 (0.28±0.22,

0.39 ±0.25, 0.45 ±0.27 y 0.47 ±0.30respectivamente).

Los valoresde las mediasde los indicesde proliferaciónde las diferentes

dosisde IL-6 oscilaronentre0.28 ±0.22 (rango:0.02 - 0.81; parala dosis de IL-6

de 20 ng/mí) y 0.88 ±1.04 (rango: 0.10 - 4.59; para la dosis de IL-6 de 0.625

pg/ml) (p =0.05) (Tabla 17).
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Las cifras de las medianasde los índices de proliferación estaban

comprendidosentre0.20 (con 20 ng/ml de IL-6) y 0.83 (con40 y 10 pg/ml de II-

6). Con todaslas dosisde IL-6 exógenaempleadaexistia un 10%de pacientescon

índicesde proliferación inferior a 0.50, y un 25% de las mismascon índices

inferiores a 0.61. En el casoconcreto de la utilización de 20 ng/ml de IL-6, la

medianade los indicesde proliferaciónerade 0.20, con un 75% de los pacientes

con índicesinferioresa 0.43, y un 90% por debajode 0.57; al emplearunadosis

de 10 ng/mí, dicha medianaerade 0.34, conel 75% de los enfermoscon índices

menoresa 0.57; la medianafue de 0.44 si seusaba5 ng/ml de IL-6 en los cultivos,

con un 75%de lasmuestrasconíndicespordebajode 0.76.

El grado de proliferaciónespontáneavarió de unospacientesa otros. Para

aquellosincluidosenel grupode riesgobajodela clasificacióndeRai (estadio0), el

valor fue de 757 ±452 cpm (rango: 173 - 1636); paralas muestrasde] grupode

riesgointermedio(estadios1 y II) fue de 1628±1793 cpm(rango:228 - 6240).

5.2.b.2. Empleo de la IL-6 en asociacióncon el PDB

Se analizaronlas mismasveintitrés muestrasincluidas en el experimento

detalladoenel apartadoanterior.

La combinaciónde ambosmitógenosno sirvió deestimulode proliferacióna

las células leucémicaspurificadas,en ningunade las dosis de 11-6 utilizadas(20

ng/ml a 0.625 pg/ml), puestoquelos índicesdeproliferaciónno fueronsuperiores

a 2.00 en ningún caso.No se observóuna relación lineal dosis de IL-6/respuesta

proliferativa,pero si unadiferenciasignificativa (ANOVA con p < 0.05) entre las

tresprimerasdosisde IL-6 (20ng/ml, 10 ng/mí, 5 ng/ml) y el restode lasdosisde

la citocinaempleadas.Tampocoseobjetivó inhibición de la proliferaciónpor la

combinaciónde IL-6 recombinantey PDE.

Las mediasde los índicesde proliferaciónde las diferentesdosisde IL-6

asociadasal PDE oscilaronentre0.58 ±0.92 (rango:0.03 - 4.28; para la dosis de

IL-6 de 20 ng/mí) y 1.85 ±2.92 (rango:0.16 - 12.02; para la dosisde IL-6 de

0.625 pg/ml). Las mediasde dichosvaloresfueroninferioresa 1.00 paralas dosis

de IL-6 entre20 ng/ml y 2.5 ng/ml, y fueron superioresa esevalor parael restode

las dosisdela citocina(1.25ng/mI a 0.625 pg/ml) (p <0.05) (Tabla 18).

176



* p < 0.05

*

U, CM
CM —
CD en

IL-6 (pglmt)

FIGURA 1 8. Determinación de la respuesta proliferativa (valores
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de la IL-6 y el PDB. Experimento realizado con una duración de
siete dias y una concentración celular de 100.000 células por
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Asimismo, las medianas de los índices de proliferación estaban

comprendidasentre0.22 (para la dosis de IL-6 de 20 ng/ml con el PDB) y 1.16

(para la dosis de IL-6 de 40 pg/ml con el PDE). Con todas las dosis de IL-6

empleadasen combinacióncon el ésterdel forbol existíaun 10% de pacientescon

indicesde proliferacióninferior a 0.59. Paratodaslas combinacionesde dosis de

IL-6 con POE, los valoresde las medianasde los índicesde proliferación fueron

siempresuperioresa los obtenidoscuandoúnicamentese empleó la IL-6 como

mitógenodeforma aislada.

No se evidenció diferenciasignificativa en los índicesde proliferación

cuandoseempleóla IL-6, solao en combinacióncon el PDB, exceptocuandolas

dosisde citocina utilizada fueron de 2.5 ng/mí, 312 pg/ml, 156 pg/ml y 0.625

pg/ml (Figura 19).

6. RESPUESTA PROLIFERATIVA DE LOS LINFOCITOS B
LEUCÉMICOS A UN ANTICUERPO ESPECIFICO FRENTE A LA IL-6
EXÓGENA

Se realizaronlos estudiosde proliferacióncon una duraciónde tres y siete

días. Se analizó la acción del anticuerpoespecíficofrente a la IL-6, solo o en

combinacióncon el ésterde forbol, sobre la proliferaciónde los linfocitos E
leucemicos.El Anti-1L6 seadicionóen dieciséisdosiscomprendidasentre25 gg/ml

y 0.5 ng/mi.

6.1. Estudio de la proliferación de los linfocitos B de la
LLC-B realizado a tres días

La duraciónde los experimentosfue de tres díasy la concentracióncelular

fuede 100.000célulasporpocillo de la placadeproliferación.
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6.1.a. Empleo de un anticuerpo específico frente a la
1 L- 6

En veinticinco muestrasde linfocitos B purificadosserealizóelestudiode la

respuestaproliferativacuandosehabíaañadidoal medio de cultivo un anticuerpo

especificorecombinantefrente a la interleucina6 (Anti-1L6). El análisisposterior

seredujoa veintidós,tras excluir del estudiotres pacientesconpurificacióncelular

leucémicainsuficiente(Figuras20 y 22).

Ninguna de las dosisde Anti-1L6 empleadahizo proliferar a las células

leucémicas.Los índicesde proliferación no fueron superioresa 2.00 en ningún

caso.No seobservóuna relación lineal dosis de Anti-1L6/respuesta.Tampocose

objetivó inhibición dela proliferaciónconel empleode dichomitógeno.

Las mediasde los índicesdeproliferaciónde lasdiferentesdosisde Anti-1L6

empleadasoscilaronentre0.62 ±0.30 (rango:0.24 - 1.30; parala dosisde Antí-

1L6 de 45 ng/mí) y 1.01 ±0.84 (rango: 0.18 - 4.27; parala dosisde Anti-1L6 de 1.5

~ig/ml) (p < 0.05) (Tabla20).
Asimismo, las medianas de los índices de proliferación estaban

comprendidosentre0.55 (parala dosis deAnti-1L6 de 20 ng/mí) y 0.99 (parala

dosisde Anti-1L6 de 750 ng/mí).

Seobservódiferencia(p < 0.05) en los índicesde proliferaciónentretres de

las dosisutilizadas de Anti-1L6 (6 ~‘g/ml, 3 ~ig/ml, 180 ng/mí) y las de IL-6 (5

ng/mí, 2.5 ng/ml, 156 pg/ml). No serealizóla comparaciónestadísticade todaslas

dosisdeambosmitógenosentresí (Figura 22).

6.1.b. Empleo de un anticuerpo específico frente a la
IL-6 asociado al éster del forbol

En lasveintidósmuestrasde linfocitos E purificadosdel apartadoanteriorse

realizó el estudio de la respuestaproliferativa cuando se emplearon,de forma

conjunta,los mitógenosAnti-1L6 y PDB, a lasdosiscomentadas(Figuras20 y 23).

En esteexperimento,con tres de las dosisde Anti-1L6 (12.5 gg/ml, 1.5

~sg/ml,750 ng/mí), empleadasen combinacióncon el ésterdel forbol, seobtuvo

una respuestade proliferación. Los indicesde proliferaciónobtenidoscon estas
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tres dosis del anticuerpoespecíficofrentea la IL-6 fueron de 2.04 ±3.01 (rango:

0.31 - 13.92), 2.13 ±3.51 (rango: 0.44 - 16.47), y 2.05 ±3.29 (rango: 0.53 -

15.83), respectivamente.No se observó una relación lineal dosis de Anti-

1L6/respuestaproliferativa. Tampocoseobjetivó inhibición de la proliferaciónpor

el empleodeambosmitógenos;las mediasde los índicesdeproliferaciónfueronen

todoslos casossuperioresa 1.28.

Las mediasde los indicesde proliferaciónde las diferentesdosisde Anti-

1L6, empleadasen combinacióncon el POE, oscilaronentre 1.28 ±1.14 (rango:

0.37 - 4.51; parala dosis de Anti-1L6 de 0.5 ng/mí) y 2.13 ±3.51 (rango:0.44 -

16.47;parala dosisde Anti-1L6 de 1.5 pg/ml) (p < 0.05) (Tabla 20).

Asimismo, las medianas de los índices de proliferación estaban

comprendidasentre0.77 (parala dosisde Anti-ILG de 25 y 3 j.ig/ml) y 1.35 (para

la dosisde Anti-1L6 de 1 ng/mí).

Al analizarde forma comparativalas distintasdosis de Anti-1L6, utilizadas

de formaaisladao en combinacióncon el POE, se observódiferenciasignificativa

en los índicesde proliferacióncon las todaslas dosisdeAnti-1L6 adicionadas(p <

0.05) (Figura 20).

Se observódiferencia(p < 0.05> en los índicesde proliferaciónentresiete

de las dosis de Anti-1L6 utilizadasy las de IL-6, ambosmitógenosen combinación

conel POE (Figura 23). No serealizóla comparaciónestadísticade todaslasdosisde

ambosmitógenosentresí.

6.2. Estudio de la proliferación de los linfocitos E de la
LLC-R realizado a siete días

Se diseñaronlos experimentosconunaduraciónde los cultivos de sietedías

y unaconcentraciónde 500.000célulaspor pocillo de la placade proliferación

(Figuras21, 24 y 25).
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TABLA 20. INDICES DE PROLIFERACIÓN DE LAS CÉLULAS E EN CULTIVO

CON ANTI-1L6 Y ANTI-1L6 + PDB

Dosis de Antí-

1L6

25 ig/ml

12.5 vg/ml

6 gg/ml

3 vg/ml

1.5 g/ml

750 ng/ml

375 ng/ml

180 ng/ml

90 ng/ml

45 ng/ml

20 ng/ml

10 ng/ml

5 ng/ml

2.5 ng/ml

1 ng/ml

0.5 ng/ml

3 días.Anti-

1L6

0.78 ±0.35*
(0.35 - 1.98)

0.92 ±0.60
(0.21 - 3.15)

0.99 ±0.42
(0.36 - 2.24)

0.80 ±0.39
(0.28 - 2.00)

1.01 ±0.84
(0.18 - 4.27)

0.96 ±0.37
(0.39 - 1.57)

0.77 ±0.42
(0.32 - 1.90)

0.88 ±0.55
(0.31 - 2.62)

0.68 ±0.26
(0.27 - 1.28)

0.62 ±0.30
(0.24 - 1.30)

0.72 ±0.43
(0.25 - 1.77)

0.81 ±0.27
(0.31 - 1.42)

0.73 ±0.33
(0.27 - 1.47)

0.88 ±0.59
(0.37 - 3.04)

0.80 ±0.52
(0.32-2.48)

0.73 ±0.47
(0.31 - 2.35)

3 días.Antí-

1L6 + PDB

1.95 ±3.21
(0.33 - 15.04)

2.04 ±3.01
(0.31 - 13.92)

1.97 ±2.96
(0.44 - 14.03)

1.71 ±2.88
(0.26 - 13.44)

2.13 ±3.51
(0.44 - 16.47)

2.05 ±3.29
(0.53 - 15.83)

1.81 ±2.85
(0.39 - 13.57)

1.74 ±2.65
(0.38 - 12.51)

1.68 ±2.23
(0.33 - 10.44)

1.71 ±2.39
(0.31 - 11.04)

1.72 ±2.47
(0.32 - 11.25)

1.78 ±2.07
(0.24 - 9.72)

1.74 ±2.15
(0.25 - 9.61)

1.76 ±2.22
(0.33 - 10.40)

1.89 ±2.00
(0.36 - 9.85)

1.28 ±1.14
(0.37 - 4.51)

7 días.Antí-

1L6

2.19 ±2.01
(0.91 - 8.06)

2.09 ±2.09
(0.73 - 9.30)

2.13 ±2.22
(0.62 - 9.61)

2.09 ±2.23
(0.89 - 9.93)

2.21 ±1.86
(0.89 - 8.44)

2.12 ±1.91
(0.70 - 8.20)

1.29 ±0.91
(0.20 - 4.19)

1.17 ±0.86
(0.21 - 4.04)

1.20 ±0.81
(0.26 - 3.78)

1.05 ±0.64
(0.16 - 3.09)

0.83 ±0.39
(0.29 - 1.93)

1.06 ±0.41
(0.18 - 1.91)

1.02 ±0.67
(0.15 - 3.32)

0.89 ±0,37
(0.18 - 1.93)

0.88 ±0.33
(0.31 - 1.85)

0.81 ±0.20
(0.39 - 1.12)

7 días.Anti-

1L6 + PDE

2.16 ±1.66
(0.19 - 6.27)

2.20 ±2.03
(0.17 - 7.73)

2.30 ±1.90
(0.17 - 6.68)

2.41 ±1.91
(0.18 - 6.78)

2.33 ±1.84
(0.16 - 6.13)

2.40 ±2.10
(0.17 - 7.32)

2.20 ±1.92
(0.21 - 6.09)

2.16 ±1.82
(0.23 - 6.30)

2.03 ±1.92
(0.19 - 7.32)

1.80 ±1.78
(0.22 - 7.02)

1.80 ±1.57
(0.20 - 5.71)

2.35 ±2.19
(0.19 - 8.69)

1.68 ±1.40
(0.14 - 4.81)

1.78 ±1.24
(0.18 - 4.15)

1.75 ±1.21
(0.19 - 4.08)

1.42 ±1.04
(0.16 - 3.58)

* Media±D.S. (Rango).
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FIGURA 20. Determinación de la respuesta proliferativa (valores
medios) de los linfocitos 6 de la LLC-B con un anticuerpo especifico
frente a la IL-6 (Anti-ILG) y la combinación del Anti-1L6 y el PDB.
Experimento realizado con una duración de tres días y una
concentración celular de 100.000 células por pocillo.
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FIGURA 21. Determinación de la respuesta proliferativa (valores
medios) de los linfocitos B de la LLC-B con un anticuerpo frente a la IL-
6 (Anti-1L6) y la combinación del Anti-1L6 y el PDB. Experimento
realizado con una duración de siete días y una concentración celular de
500.000 células por pocillo.

—0——— Anti-1L6 Anti-1L6 + PDB

3
* *

e
‘O

<u
a>
-5
u-.
o-
a>
0
a>
u
e

2—

1

o ¡ ¡

1•

O O
— e-
,< ><U, LO

CM
CM

184



Anti-1L6 (ng/mí)

o U, O
LO te- w
te- en —

o U, o o
t CM — LO CM

¡ ¡ ¡ ¡ ¡ 1 ¡ ¡ ¡ ¡ U U ¡ ¡ U ¡

u ¡

* .~. en

o o o
CM U,

* * p < 0.05

IL-6 (pg/mI)

FIGURA 22. Determinación de la respuesta proliferativa (valores medios)
de los linfocitos 6 de la LLC-B a la IL-6 y al anticuerpo frente a la IL-6
(Anti-1L6). Experimento realizado con una duración de tres días y una
concentración celular de 100.000 células por pocillo.

—.—-— Anti-1L6

t
*

Oo —
>< LO

LO red
CM r

‘o

o
e-
LO

en

en

1,1

~1,0—

* *

LOLO CM
CM Co

- o

e
‘O

<u
le-
4>

‘4-

.3
1.-
o.
4>

a>
ca

e

0,9 -

0,8

0.7 —

0,6 —

0,5
ti, ti,

o o
>< ><LO 44~

CM CM

¡ ¡ ¡ ¡

U, CM CD o o o o U, U, LO LO
CM — U, ~ t CM — CM CM CMCo rr> — - CD

o

185



Anti-1L6 (ng/mi) + ¡‘OB
en

en ‘o o
00;
>< )< ‘t~
toen —

o LO 0
LO re-- ~

en
o O O
O~> •~- CM e-

U,
LO <‘e’

LO CM CD
LO CMr- O

¡ ¡ ¡

* *

~1~~ • ¡

en en e’,

20o— o
>< ; ><LO U, ~

CM CM

LO CM CD
CM — U,
Co en —

0 o 0 0 LO LO U, LO
t CM — CM CM

CM - Co
0

[-6 (pg/ml) + ¡‘OB

FIGURA 23. Determinación de la respuesta proliferativa (valores
medios) de los linfocitos B de la LLC-6 a la IL-6 + PDB y al anticuerpo
frente a la IL-6 (Anti-1L6) + PDB. Experimento realizado con una
duración de tres días y una concentración celular de 100.000 células
por pocillo.

—0-—— IL-6 + ¡‘OB —.--— Anti-1L6 + PDB

y
y o
o —

>< LO
LO CM

CM —

3 ¡ ¡ ¡

* * *

* p <0.05

*

2

1

e‘o
<u
1.-
a>

‘4-

.3
le-
O.
4>
-o
a>
<a
-oe

*

o
y

0

CM

1

186



6.2.a. Empleo de un anticuerpo específico frente a la
IL-6 de forma aislada

En dieciséismuestrasde linfocitos E purificadosse realizóel estudiode la

respuestaproliferativacuandosehabíaañadidoal mediodecultivo un anticuerpo

específico recombinantefrente a la interleucina 6 (Anti-1L6), en las dosis ya

mencionadas.

Las seis dosis superioresutilizadas del Anti-1L6 hicieron proliferar las

células E leucémicas(25 vg/ml, 12.5 ~.g/ml, 6 jsg/ml, 3 ig/ml, 1.5 jig/ml, 750

ng/mi). Las medias de los índices de proliferación fueron, en estos casos,

superioresa 2.00: 2.19 ±2.01 (rango: 0.91 - 8.06), 2.09 ±2.09 (rango: 0.73 -

9.30), 2.13 ±2.22 (rango:0.62 - 9.61), 2.09 ±2.23 (rango:0.89 - 9.93), 2.21 ±

1.86 (rango:0.89 - 8.44),y 2.12 ±1.91 (rango:0.70 - 8.20), respectivamente.No

se observórelación lineal dosis de Anti-1L6/respuestaproliferativa, aunquesí

existió diferenciaestadística(ANOVA con p < 0.05) entrelas seisdosis superiores

del anticuerpofrente a la IL-6 (25 ig/ml a 750 ng/mí) y el resto de las dosis

adicionadas.Por último, no seobjetivó inhibición de la protiferaciónpor el empleo

dedicho mitógeno.

Las mediasde los índicesde proliferaciónde lasdiferentesdosis de Anti-1L6

empleadasoscilaronentre0.81±0.20(rango: 0.39-1.12;parala dosis de Anti-1L6

de 0.5 ng/mí) y 2.21±1.86(rango: 0.89-8.44;para la dosisde Anti-1L6 de 1.5

gg/ml) (p < 0.05) (Tabla20).

Asimismo, las medianas de los índices de proliferación estaban

comprendidosentre0.79 (parala dosisde Anti-1L6 de 0.5 ng/mí) y 1.51 (parala

dosisde Anti-1L6 de 1.5 j.tg/ml).

Se observódiferencia(p < 0.05) en los índicesde proliferación entre las
ochodosismásaltasdeAnti-1L6 (25 j.tg/ml a 180 ng/mí) y de IL-6 (20 ng/ml a 156

pg/ml) empleadas(Figura 24).No serealizóla comparaciónestadísticade todaslas

dosisde ambosmitógenosentresí.
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6.2.b. Empleo de un anticuerpo específico frente a la
IL-6 asociado al éster del forbol

En las mismasdieciséismuestrasde linfocitos E purificadosdel apartado

anteriorserealizóel estudiode la respuestaproliferativacuandoseemplearon,de

forma conjunta, los mitógenosAnti-1L6 y PDE. Las dosis de Anti-1L6 empleadas

estuvieroncomprendidasnuevamenteentre25 vg/ml y 0.5 ng/ml.

En estaocasión,con las nuevedosis superioresde Anti-1L6 (comprendidas

entre25 p.g/mla 90 ng/mI), y con la de 10 ng/mI,empleadasencombinaciónconel

ésterdel forbol, seobtuvounarespuestade proliferación.Las mediasde los índices

de proliferaciónobtenidosconesasdosisdel anticuerpoespecíficofrentea la IL-6

fueron superioresa 2.00. No se observó una relación lineal dosis cte Anti-

1L6/respuestaproliferativa.Por último, no seobjetivó inhibiciónde la proliferación

porel empleodeambosmitógenos.

Las mediasde los índicesde proliferaciónde las diferentesdosisde Antí-

1L6, empleadasen combinacióncon el POE, oscilaronentre1.42 ±1.04 (rango:

0.16 - 3.58; para la dosis de AntI-1L6 de 0.5 ng/mí) y 2.41 ±1.91 (rango:0.18 -

6.78;parala dosisde Anti-1L6 de 1.5 }ig/ml) (p < 0.05) (Tabla20).

Asimismo, las medianas de los índices de proliferación estaban

comprendidosentre0.92 (parala dosis de Anti-1L6 de 90 ng/mí) y 2.09 (para la

dosisde Anti-1L6 de 25 vg/ml).

Se compararonlas distintasdosisdeAntí-1L6, solasy en asociaciónal POE.

Se observóque existíadiferenciasignificativa en los índicesde proliferacióncon

las dosisde 20 ng/mI, 10 ng/ml, 2.5 ng/ml, 1 ng/ml y 0.5 ng/ml (p < 0.05) (Figura

21).

Se observódiferencia(p < 0.05) enlos índicesde proliferaciónentrelasdiez
dosismásaltasdeAnti-1L6 (25 gg/ml a 45 ng/mI) y de IL-6 (20 ng/ml a 40 pg/ml)

empleadas,ambosmixógenosencombinaciónconel 2DB (figura 25). No serealizó

la comparaciónestadísticade todaslas dosisdeambosmitógenosentresí.

En lasFiguras 26 y 27 serepresentanlos valoresde sietemuestrasde LLC-E

purificadas,mantenidasen cultivo durantesietedías a una concentraciónde

500.000células/pocillo,en presenciade IL-6 (dosisde 20, 10 y 1,25 ng/mí) o del
Anti-1L6 (dosisde 25, 1,25 y 0.75 p.g/mI),comparándolasconel valor basal.
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7. CUANTIFICACIÓN DE LA PRESENCIA DE LA IL-6 Y DE SU
RECEPTOR SOLUBLE EN SUERO

Se analizó la presenciade interleucina 6 y del receptor soluble de la

interleucina6 enel suerode los treintay nuevepacientesincluidosen estaserie.

Con el métododeELISA empleado,la concentraciónmínimade IL-6 detectadaesde

0.70 pg/ml, y de 140 pg/ml parael receptorsolublede la IL-6.

7.1. IL-6 en suero

En todas las muestrasde sueroanalizadasla concentraciónde IL-6 fue

inferior a 0.70 pg/ml (Tabla 21).

7.2. Receptor soluble de la IL-6 en suero

En todaslas muestrasde sueroanalizadasla concentracióndel receptor

solublede la IL-6 osciló entre77 y 178 ng/ml (media±D.S.: 144.6 ±20.3) (Tabla

22).

Distribuidoslos pacientessegúnlos gruposde riesgo de la clasificaciónde

Rai, las veintidós muestrasincluidas dentrodel grupo de riesgobajo (estadio0)

temanunaconcentraciónséricadel receptorsolublede la IL-6 de 142.2 ±23.5

(rango: 77.0 - 169.0); para las catorce muestrasdel grupo de riesgo medio

(estadios1 y II de la clasificaciónde Rai) fue de 147.0 ±19.9 (rango: 124.5 -

178.0); paralas tres muestrasdel grupoalto (estadiosIII y IV) fue de 151.8±13.2

(rango: 137.0 - 162.5).Las diferenciasno fueron estadísticamentesignificativas,

comotampocolo fueroncuandolos enfermossesepararonsiguiendoel sistemade

estadiajede Einet.
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TABLA 21. CUANTIFICACIÓN DE LA IL-6 EN SUERO Y EN LOS

SOBRENADANTES DE LAS CÉLULAS E EN CULTIVO

sobrenadantesdelas célulasB encultivo (pg/ml)

24 horas 24 horas 72 horas 72 horas 5 días 7 días
Basal PDB Basal PDE Basal Basal

<0.7
<0.7
<0.7
<0.7
350
<0.7
125
355
300
270
50
261
<0.7
<0.7
7.5
22
156
25

<0.7
60
20
20
25
54
138

<0.7
344
360

27
300

9
20
30
28
2

380
390

<0.7
<0.7

<0.7

<0.7
<0.7
143

425
50
25
60

28

360
395

<0.7
<0.7
<0.7
<0.7
360
<0.7
120
355
325
250
45
231

<0.7
<0.7
7.5
20

40
<0.7
320
25
20
25
98
112
1.8
354
360
360
28
305

9
20
16
46
1.5

420
380

<0.7
<0.7

<0.7
350

240
360
230
140

34
2

380
46

200
11.5
625
50
40
110

21
22

155
380
71
33

360
380

21

400
390

<0.7
<0.7

<0.7

93
360
350

<0.7
<0.7
<0.7
28

404
28

<0.7
60
20
20
20
56
86

<0.7
244
360

43
206

9
19
174
28
2

370
380

<0.7
<0.7

<0.7

125
360

<0.7
<0.7
<0,7
<0.7
172
30
28
60
20
20
40
68
70

<0.7
272
360

28
172

9
21
52
31
2

400
381

n=39 ¡ ¡ 111.7±140.0 114.6±157.8
<0.7 (0.7.390)* (0.7-425)

126.0±150.4 174.3±172.0 108.6±141.6 90.9±127.5
(0.7-420) (0.7-625) (0.7-404) (0.7-400)

* Media±D.S. (rango)

Pac.

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39

suero
pg/ml

<0.7
<0.7
<0.7
<0.7
<0.7
<0.7
<0.7
<0.7
<0.7
<0.7
<0.7
<0.7
<0.7
<0.7
<0.7
<0.7
<0.7
<0.7
<0.7
<0.7
<0.7
<0.7
<0.7
<0.7
<0.7
<0.7
<0.7
<0.7
<0.7
<0.7
<0.7
<0.7
<0.7
<0.7
<0.7
<0.7
<0.7
<0.7
<0.7
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TABLA 22. CUANTIFICACIÓN DEL RECEPTOR SOLUBLE DE LA IL-6 EN

SUERO Y EN LOS SOBRENADANTES DE LAS CÉLULAS B EN CULTIVO

sobrenadantesde las célulasE encultivo (pg/ml)

24 horas 24 horas 72 horas 72 horas
Basal POR Basal POE

<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5

<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5

<3.5 ±o

5 días
Basal

<3.5
<3.5

<3.5

<3.5
<3.5

<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5

<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5

<3.5±0 <3.5±0

* Media±0.5. (rango).Los nivelesen personassanasoscilanentre13.5 y 45.9

Pac.

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39

suero
(ng/mí)

130
157
137
156
156
126
165

166.5
12 4.5
135

150.5
134.5
134
169

110.5
156

13 6.5
150.5
166.5
136
150
77

166.5
160
158
131

165.5
162.5
149.5
15 1.5

178
126

124.5
128
169
169
126
128

124.5

<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5

<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5

<3.5±o

7 días
Basal

<3.5
<3.5

<3.5

<3.5
<3.5

<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5

<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5
<3.5

n=39 ¡ (77
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8. CUANTIFICACIÓN DE LA PRESENCIA DE LA IL-6 Y DE SU
RECEPTOR SOLUBLE EN LOS SOBRENADANTES DE LAS CÉLULAS
LEUCÉMICAS EN CULTIVO

Se analizó la presenciade interleucina 6 y del receptorsoluble de la

interleucina6 en los sobrenadantesde los treintay nuevepacientesincluidos en

estaserie.Los sobrenadantesse obtuvierontrasmantenerlas célulasleucémicas

purificadasencultivo duranteuno, tres,cincoy sietedías. El cultivo se realizósin

el empleode mitógenossalvocuandosellevó a caboconunaduraciónde uno y tres

días,encuyocasoseempleótambiénel ésterdel forbol (2DB).

8.1. Detección de la IL-6 en los sobrenadantes

La concentraciónde IL-6 en los sobrenadantestras 24 horasdecultivo osciló

entre0.7 y 390 pg/mI (medía±D.S.: 111.7 ±140.0); tras 24 horasen presencia

de PDB, la concentraciónfue de 114.6 ±157.8 (rango:0.7 - 425 pg/ml?j; tras 72

horasen cultivo, de 126.0 ±150.4 (rango: 0.7 - 420); despuésde 72 horascon el

ésterdel forbol de 174.3±172.0 (rango:0.7 - 625 pg/ml); tras cincodíasde 108.6

±141.6 (rango:0.7 - 404 pg/ml); porúltimo, tras sietedíasen cultivo, sin contacto

con mitógenos,la concentraciónde IL-6 en los sobrenadantesfue de 90.9 ±127.5

(rango:0.7 - 400 pg/ml) (Tabla 21). Estasdiferenciassólo fueronimportantes(p <

0.05)entrela cantidadde citocinadetectadatras 24 horasen contactocon 2DB y

tras 72 horasenpresenciadeese mismomitógeno.

Cuandosedistribuyeronlos pacientessegúnlos guposde riesgodefinidos

porla clasificaciónde Ral, seobservóque la concentraciónde IL-6, detectadaen los

sobrenadantesde célulasB en cultivo sin contactocon el 2DB, eramayor en las

muestrasde los enfermosincluidos enel grupoderiesgomedio (estadios1 y II) que

en el bajo (estadio0). Sólo tres pacientespertenecíanal grupo de riesgo alto

(estadiosIII y IV), por lo que no resultóvalorablela comparaciónestadísticaenél.

Así, los valorestras 24 horasde cultivo ensituaciónbasalfueronde 96.7 ±135.3

(rango:0.7 - 355.0) paralas muestrasde los pacientesenel grupoderiesgobajo,y

de 127.1 ±151.0 (rango:0.7 - 380.0)parael grupode riesgomedio; tras 72 horas

de cultivo sin contactocon mitógenos,los resultadosfueron de 129.3 ±151.0

(rango: 0.7 - 360.0) y de 130.8 ±168.0 (rango:0.7 - 420.0); despuésde cinco
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días,en las mismascondicionesde cultivo, fueron de 52.8 ±103.5 (rango:0.7 -

360> y de 132.2 ±160.0 (rango:0.7 - 404); trassietedías, fueronde 53.7 ±103.2

(rango: 0.7 - 360.0) y de 99.6 ±131.8 (rango:0.7 - 400.0). Por el contrario, se

detectómayor cantidadde IL-6 en los sobrenadantesde las células leucémicas

cultivadasdurantetres días en contactocon el ésterdel forbol, en los pacientes

incluidos en el grupo de riesgobajo (197.4±189.9; rango: 2 - 625) que en las

muestrasde los enfermosdel grupode riesgo medio (125.9±156.5; rango: 0.7 -

400). A pesarde ello, estasdiferenciasno fueron estadísticamentesignificativas,

exceptoen el casode la cantidadde IL-6 detectadaen los sobrenadantesde los

linfocitos E leucémicostras 24 horasencultivo en situaciónbasal(p = 0.076). Los

mismos resultadosse obtuvieronal distribuir las muestrasleucémicassegúnla

clasificaciónde Binet.

8.2. Detección del receptor soluble de la IL-6 en los
sobrenadantes

Se analizaronlos sobrenadantestras obtenerlosde los cultivos de las células

B, como se detalla en el apartado3.3.a del capítulo de Métodos. En todas las

muestrasestudiadassedetectóla presenciadel receptorsolublede la IL-6 en una

concentracióninferior a 3.5 pg/ml, tantoenel díauno, tres, cincoo sietede cultivo

(Tabla 22).

9. ESTUDIO DE DIFERENCIACIÓN DE LAS CÉLULAS B
LEUCÉMICAS CON IL-6, IL-2 Y PDB

Se analizó la acción de la IL-6 sobre la diferenciaciónde las células E

purificadas. Paraello se determinó la cuantificaciónde las inmunoglobulinas

secretadaspor las célulasleucémicasen presenciay ausenciade dichacitocina.

Además,sellevó a cabo un análisisfenotípicode la poblacióncelularencontacto

con la IL-6 exógenaal términode los sietedíasdecultivo celularprogramado.
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9.1. Cuantificación de inmunoglobulinas

Se realizóen veinte muestrasde célulasE leucémicaspurificadas,que se

mantuvieronen cultivo durantesiete días. El porcentajede linfocitos 1 y de

monocitos de dichas poblacionesfue inferior al 5%. Los mitógenosempleados

fueronla interleucina6 -solao combinadaconel POE-, la interleucina2 y el 2DB. El

rango de dosis de IL-6 utilizada fue de 20 ng/ml a 0.625 pg/ml (dieciséisdosis).

Juntoa ello se cultivaron célulassin mitógenoalgunocon el fin de compararlos

resultados.Al completarla semanadecultivo secuantificó,enlos sobrenadantesde

los cultivos, la producciónde inmunoglobulinasde la claseG (IgG), M (IgM) y A

(IgA) por partede los linfocitos de las LLC-B, mediantetécnicasde ELISA. Con este

método,la concentraciónmínimade inmunoglobulinadetectadafue de2 ng/ml y

la máximade 250 ng/ml.

Cuantificación de la IgG

Se analizaron diecinueve muestras de linfocitos B purificados. En

condicionesbasales-sin la adición de mitógeno alguno- la producciónde IgG,

detectadaen los sobrenadantesde los cultivos, fue de 7.4 ±16.4 ng/ml (rango: 2 -

67 ng/mí) (Tabla23).

Con el empleode la IL-6 exógena(dosis usadasentre20 ng/ml y 0.625

pg/ml), la producciónde dichainmunoglobulinaestuvocomprendidaentre4.1 ±

5.4 ng/ml (rango: 2 - 18 ng/mí; parala dosisde 20 ng/ml de IL-6) y 7.3 ±13.9

ng/ml (rango:2 - 56 ng/ml; parala dosisde 2.5 ng/ml de IL-6) (Tabla24).

La mediade losvaloresde detecciónde la IgG en los sobrenadantescuando

se usó el PDB fue de 6.7 ±14.7 (rango: 2 - 60 ng/mí); de 6.7 ±13.6 con la

utilización de la PITIA (rango:2 - 55 ng/mí), y de 7.0 ±14.8 (rango:2 - 61 ng/mí)

con la IL-2, empleadaa la dosisde 100 U/ml (Tabla23).

Con la combinaciónde la IL-6 -en las dosisya mencionadas-con el ésterdel

forbol, se obtuvo una producciónde IgG comprendidaentre 4.9 ±9.9 ng/ml

(rango:2 - 42 ng/ml; parala dosisde 20 ng/ml de IL-6) y 7.0 ±15.3 ng/ml (rango:

2 - 65 ng/mI; parala dosisde 5 pg/ml de IL-6) (Tabla25).
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En conclusión,no seaprecióque la IL-6, solao en combinacióncon el éster

del forbol, indujera la producciónde lgG por las células E leucémicas(n.s.).

Tampocoseevidenció(n.s.) que el 2DB, la PHA o la IL-2, todos de forma aislada,

indujeranla diferenciacióndel linfocito leucémico.

Cuantificación de la IgA

Se analizaronveinte muestras.En condicionesbasalesla producciónde IgA,

detectadaen los sobrenadantesde los cultivos, fue de 6.7 ±15.5 ng/ml (rango: 2 -

65 ng/mí) (Tabla23).

Con el empleode la IL-6 exógena(dosisusadasentre 20 ng/ml y 0.625

pg/ml), la producciónde IgA estuvocomprendidaentre2.6 ±1.7 ng/ml (rango: 2 -

8 ng/mí; para la dosisde 20 ng/ml de IL-6) y 6.4 ±12.7 ng/ml (rango: 2 - 51

ng/mí;parala dosisde 2.5 ng/ml de IL-6) (Tabla 24).

La mediade los valoresde detecciónde la IgA en los sobrenadantescuando

seusóel 2DB fue de 3.13 ±4.4 (rango:2 - 20 ng/ml); de 6.8 ±15.2 con la utilización

de la PHA (rango:2 - 63 ng/mi), y con la IL-2, empleada a la dosisde 100 U/mí, de

6.0 ±14.1 (rango:2 - 60 ng/mi) (Tabla23).

Con la combinaciónde la IL-6 -en lasdosisya mencionadas-conel ésterdel

forbol, se obtuvo una producciónde IgA comprendidaentre 2.1 ±0.6 ng/ml

(rango: 2 - 4.3 ng/mí; parala dosisde 20 ng/ml de IL-6) y 3.3 ±5.0 ng/ml (rango:

2 - 25 ng/mí; parala dosisde40 pg/mI de IL-6) (Tabla25).

En conclusión,no seaprecióque la IL-6, solao en combinacióncon el éster

del forbol, indujerala producciónde ininunoglobulinade la claseA por lascélulasE

leucémicas(no hubodiferenciaestadísticamentesignificativa encomparacióncon

la cifra basal).Tampocoseevidencióque el POR, la PHA o la IL-2, todos de forma

aislada,indujeranla diferenciacióndel linfocito leucémico(n.s.).
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Cuantificación de la IgM

Se analizarondiecinuevemuestras.En condicionesbasalesla producciónde

IgM, detectadaen los sobrenadantesde los cultivos, fue de 12.5 ± 21.9 ng/ml

(rango:2 - 70 ng/mi) (Tabla 23).

Con el empleode la IL-6 exógena(dosisusadasentre 20 ng/ml y 0.625
pg/ml), la producciónde IgM osciléentre8.9 ±13.1 ng/ml (rango: 2 - 46 ng/mí;

parala dosisde 20 ng/mi de IL-6) y 17.2 ±44.4 ng/ml (rango: 2 - 195 ng/mí;para

la dosisde 20 pg/ml de IL-6) (Tabla 24).

La mediade los valoresde detecciónde la IgM en los sobrenadantescuando

se usóel POE fue de 63.5 ± 101.8 (rango: 2 - 250 ng/mi), de 14.3 ± 25.3 con la

utilización de la FHA (rango: 2 - 90 ng/mI), y con la IL-2, empleadaa la dosisde

100 U/mI, de 17.9 ±24.5 (rango:2 - 75 ng/mi) (Tabla23).

Con la combinaciónde la IL-6 -en lasdosisya mencionadas-con el ésterdel

forbol, seobtuvo una producciónde IgM comprendidaentre47.1 ± 74.9 ng/ml

(rango: 2 - 250 ng/mi; para la dosis de 20 ng/ml de IL-6) y 72.0 ± 100.1 ng/ml

(rango:2 - 250 ng/mi; parala dosisde 5 ng/ml de IL-6) (Tabla25).

En conclusión,seobjetivó la producciónde IgM por lascélulasleucémicasen

contactocon el ésterdel forbol, bien de forma aisladao en combinacióncon las

diferentesdosis de la IL-6 (p c 0.05).Sin embargo,la presenciaen el cultivo de la

IL-6 aislada sólo indujo una leve producciónde IgM (n.s.). La IL-2, a la dosis

empleada,indujo la producciónde IgM (p < 0.05).La FHA no estimuléla síntesis

de estainmunoglobulina(n.s.).

9.2. Estudio fenotípico

En cuatro muestrasde células leucémicaspurificadas, incluidas en las

analizadasen el apartadoanterior,se realizóun estudiofenotipico tras un cultivo

de las célulasleucémicas,conadiciónde IL-6, de sietedíasde duraciónparaver si

continuabanexpresandoo no, en su membranade superficie, la cadenaligera

kappa o lambda de las inmunoglobulinas. De igual forma se
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TABLA 23. PRODUCCIÓN DE INMUNOGLOBULINAS POR LAS CFLULAS E

LEUCfiMICAS: BASAL, CON PDB, PHA E IL-2

Mitógeno

Basal

PDB

FHA

IL-2 (100U/mI)

IgG (ng/mi)

7.4 ±16.4 (2 - 67)*

6.7 ±14.7 (2 - 60)

6.7 ±13.6 (2 - 55)

7.0±14.8 (2 -61)

IgA <ng/mí)

6.7 ± 15.5 (2 - 65)

3.3 ±4.4 (2 - 20)

6.8 ±15.2 (2 - 63)

6.0 ±14.1 (2 - 60)

IgM (ng/mi)

12.5 ±21.9 (2 - 70)

63.5 ±101.8(2-250)

14.3 ±25.3 (2 - 90)

17.9 ±24.5 (2 - 75)

* Media±0.5. (Rango).
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TABLA 24. PRODUCCIÓN DE INMUNOGLOBULINAS POR LAS CÉLULAS E
LEUCÉMICAS: CON IL-6

Dosis de IL-6

20 ng/mi

10 ng/ml

5 ng/mi

2.5 ng/ml

1.25 ng/ml

625 pg/ml

312 pg/ml

156 pg/ml

80 pg/ml

40 pg/mi

20 pg/mi

10 pg/ml

5 pg/ml

2.5 pg/mI

1.25 pg/mI

0.625 pg/ml

IgG (ng/mi)

4.1 ±5.4 (2 - 18)*

6.4±12.4(2- 50)

6.4±12.7 (2 -51)

7.3 ±13.9 (2 - 56)

6.3 ±13.6 (2 - 62)

6.8 ±14.0 (2 - 60)

6.5 ±13.0 (2 - 55)

6.3 ±11.9 (2- 51)

6.7 ±12.6 (2 - 56)

6.2 ±12.8 (2 - 58>

6.7 ±15.0 (2 - 77)

7.0 ±16.2 (2 - 73)

7.0 ±14.8 (2 - 66)

6.5 ±14.3 (2 - 65)

6.1 ±13.2 (2 - 60)

6.3 ±13.6 (2 - 61)

IgA (ng/mí)

2.6 ±1.7 (2 - 8)

4.3 ±7.0 (2 - 30)

5.6 ±

6.4 ±

5.9 ±

5.5 ±

6.1 ±

5.8 ±

6.0 ±

6.0 ±

6.2 ±

5.0 ±

4.6 ±

6.2 ±

6.1 ±

5.6 ±

11.3 (2 -46)

12.7 (2 -51)

12.7 (2 - 60)

11.6 (2 - 54>

13.9 (2 - 65)

13.5 (2 - 64)

14.4 (2 - 67)

13.9 (2 - 65)

14.4 (2 - 67)

10.7 (2 -51)

8.9 (2 - 43)

15.9 (2 - 75)

15.2 (2 - 67)

13.7 (2 - 65)

IgM (ng/mi)

8.9±13.1 (2 -46)

14.0 ±

17.2 ±

14.4 ±

10.5 ±

11.7 ±

11.6 ±

11.6 +

12.3 ±

11.6 +

17.2 ±

9.5 ±

12.5

14.2

13.9

10.8

24.4

29.3

24.1

22.5

25.4

22.8

22.5

22.8

23.5

44.4

15.0

±24.1

±31.4

±30.3

±18.6

(2 - 82)

(2 - 92)

(2 - 85)

(2 - 98)

(2- 110)

(2 - 90)

(2 - 90>

(2 - 90)

(2 - 98)

(2- 195)

(2 - 54)

(2 - 98)

(2- 135)

(2- 130)

(2 - 72)

* Media ±D.S. (Rango).
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TABLA 25. PRODUCCIÓN DE INMUNOGLOBULINAS POR LAS CÉLULAS B
LEUCÉMICAS: CON IL-6 + PDB

20 ng/mi

10 ng/ml

5 ng/mi

2.5 ng/ml

1.25 ng/ml

625 pg/ml

312 pg/ml

156 pg/ml

80 pg/nil

40 pg/nil

20 pg/ml

10 pg/ml

5 pg/ml

2.5 pg/ml

1.25 pg/ml

0.625 pg/ml

6.4 +

6.1 +

6.1 ±

5.5 ±

6.8 +

6.8 +

6.8 ±

5.6 ±

6.5 ±

6.2 ±

6.9 ±

7.0 ±

6.4 ±

5.9 ±

6.5 ±

14.4 (2 -60)

12.3 (2 - 50)

10.2 (2 - 41)

11.4(2 - 52)

15.6 (2 - 70)

15.6 (2 - 70)

15.6 (2 - 70)

11.5 (2 - 52)

13.8 (2 - 60)

13.4 (2 - 60)

14.9 (2 - 65)

15.3 (2 - 65)

13.6 (2 - 60)

11.6 (2 - 50)

2.9

3.0

3.0

2.6

2.7

2.8

2.7

2.7

3.3

2.8

2.8

2.8

2.9

3.0

±3.2 (2 -

±3.6 (2 -

±3.1 (2 -

±2.2 (2 -

±2.2 (2 -

±3.3 (2 -

±3.0 (2 -

±3.0 (2 -

±5.0 (2 -

±3.5 (2 -

±3.0 (2 -

±2.9 (2 -

±3.9 (2 -

±4.3 (2 -

15)

16)

14)

12)

12)

17)

16)

16)

25)

18)

16)

15)

20)

22)

58.4

72.0

65.4

59.9

59.3

54.9

57.2

57.2

50.2

52.2

52.9

57.1

60.3

54.5

±92.2 (2 -250)

±100 (2 - 250)

±97.9 (2 -250)

±94.0 (2 -250)

±95.1 (2 -250)

±87.7 (2 -250)

±91.2 (2 -250)

±91.3 (2 -250)

±81.8 (2 -250)

±83.9 (2 -250)

±79.7 (2 -250)

±88.5 (2 -250)

±93.4 (2 -250)

±83.0 (2 -250)

* Media ±D.S. (Rango).

47.1 ±74.9 (2 -250)

Dosisde IL-6 + IgG (ng/ml)
PDB

4.9 ±9.9 (2 - 42)*

13.5 (2 - 60)

IgA (ng/mi) IgM (ng/mi)

2.1 ±0.6 (2 - 4.3)

2.9 ±3.9 (2 - 20) 55.1 ±84.5 (2 -250)
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estudiólos antígenosde superficie‘PanB”, quehabitualmentepierdeel linfocito E

normal al final de su procesode maduración,esdecir,al transformarseen célula

plasmática.En esoscuatropacientesseestudiótambiénla diferenteintensidadde

expresiónde los antígenosde superficiede membranatras los sietedíasde cultivo.

El cultivo serealizóen situaciónbasal,y en contactocon IL-6 (a las dosisde 20 y 1

ng/mi) -aisladao encombinaciónconel ésterdel forbol-, la IL-2 (a la dosisde 100

U/mí) -aisladao enasociaciónal PDB-, el PDB y el SAC2.

En ningunode los cuatropacientesanalizadosseobjetivó la desapariciónde
la expresiónde los antígenosde superficie ‘PanE”, ni quedejarande presentarla

cadenaligera A O ic de las inmunoglobulinas.Además no se observó una

disminuciónde la intensidadde fluorescenciade esosantígenosde superficieen

comparacióncon lascélulasanalizadasenel díacero,y tras sietedíasdecultivo en

situaciónbasal.

10. EXPRESIÓN DEL RECEPTOR DE LA IL-6 EN LA MEMBRANA DE
SUPERFICIE DE LOS LINFOCITOS B LEUCÉMICOS EN CULTIVO

Se realizóel análisis de la expresióndel receptorde la 11-6 en la membrana

de las células leucémicasque sehabíanmantenidoen cultivo, bien en situación

basalo encontactoconSAC2, FDE, IL-6 o IL-2.

10.1. Cultivo en situación basal

En veintidóspacientesseestudióla expresióndel receptorde la interleucina

6 en la membranade los linfocitos E leucémicos,ensituaciónbasaly tras 1, 3, 5 y 7

díasdecultivo, mediantecitometríade flujo y utilizando triple marcaje(CD19 FITC,

la IL-6 conjugadaconFE, CDS TC). El análisisserealizósobrela poblacióndecélulas

leucémicasCD19 (+), 035 (+). El estudiosellevó a cabo mediantedos programas

proporcionadosporel citómetrode flujo: “Lysys II” y “Faint a gate’.
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Empleo del programa “Lysys II”

En todos los casosseobjetivóla presenciadel receptorde la IL-6 enun 40%a

100% de las célulastumorales.Estos resultadosprocedende realizarel cálculo

matemáticode la sustraccióndehistograniasqueefectúael programa“Lysys II” del

cítómetrode flujo. Al igual queocurríacuandose estudióla muestranadamás

realizarla selecciónnegativaconAET, setratabade unapoblacióncelularuniforme

sin unabuenadiscriminaciónfrente al valor elegido comonegativo,por su baja

densidadantigénicaenla superficiede la membranade los linfocitos (Tabla 26a).

Tras 24 horasde cultivo sin contactocon mitógenos,el 87.1%±8.7 (rango:

60% - 100%) de los linfocitos E de las muestrasde LLC-E expresabanel receptorde

membranade la IL-6. Tras 72 horasde cultivo y en las mismascondiciones,el

85.7% ± 8.6 (rango: 65% - 100%) de esascélulas eran positivas para dicho

antígenode membrana.El díacincode cultivo, el 81.8%±15.0 (rango:40% - 95%)

de los linfocitos tumoralesexpresabanel receptorde la IL-6 en su membrana,

frenteal 84.0%±14.7 (rango: 55% - 100%)de lascélulas tras sietedíasde cultivo.

Empleo del programa “Palnt a gate”

El porcentajede células leucémicascon expresióndel receptor de la

interleucina6 en la superficiede membranaosciló entreel 67%y el 100%,cuando

el análisisserealizó con el programa“Paint a gate’ del citómetrode flujo (Tabla

26b).

Tras 24 horasde cultivo sin contactocon mitógenos,el 90.6%±8.3 (rango:

69% - 100%)de los linfocitos E de las muestrasde LLC-E expresabanel receptorde

membranade la IL-6. Tras 72 horasde cultivo y en las mismascondiciones,el

92.8%±4.9 (rango:80% - 99%) de esascélulaseranpositivasparadicho antígeno

de membrana.El día cinco de cultivo, el 89.6%±8.2 (rango: 74% - 99%) de los

linfocitos tumoralesexpresabanel receptorde la IL-6 en su membrana,frenteal

95.6% ± 2.9 (rango: 90% - 100%) de las células tras siete días de cultivo.
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TABLA 26a. EXPRESIÓN DEL R-1L6 EN LOS LINFOCITOS E LEUCEMICOS

EN SITUACIÓN BASAL. PROGRAMA ‘LYSYS II”

Paciente 24 horas 72 horas 5 días 7 días

30% (85%)*

55%

55%

60%

65%

70%

62%

50%

45%

70%

75%

55%

45%

65%

40%

35%

60%

30%

40%

55%

(85%)

(90%)
(90%)

(90%)

(90%)

(90%)

(90%)
(85%)

(90%)
(95%)

(93%)

(95%)
(93%)
(80%)
(70%)

(95%)

(80%)

(60%)

(80%)

85% (100%)

45% (90%)

45% <82%)

65% (90%)

60% (90%)

60% (90%)

60% (90%)

60% (85%)

40% (70%)

37% (93%)
30% (65%)

50% <85%)

85%(100%)

55%(90%)

65%(95%>

60% (90%)

40% (70%)

45% (80%)

63% <95%>

45% (85%)

55% (80%)

50%(90%)

45% (80%)

55%<90%)

30% (5596)

4096 (7096)

4596(72%)

55% (80%)

55% (90%)

80% (95%)

50% (85%)

45% (90%>

70% (95%)

10% (40%)

60% (95%)

5096 (87%)

45% (85%)

60% (90%)

60%(90%)

60% (90%)

45% (75%>

65% (95%)

75% (95%)
90% (100%)

70% (90%)

85% (95%>

55% (90%)

35% (55%)

80% (95%)

60% (90%)

60% (90%)

50% (90%)

70% (85%)

80%(86%)

75% (95%>

50%(75%)

30% (50%)

30%(55%)

70%<90%>

54.2%± 14.2**
(87.1%±8.7)~

3096-85%.
(60% - 100%) •*

53.2%±11.8
(85.7%±8.6)

3096 - 85%
(65% - 100%)

53.9% ±15.6
(81.8% ±15.0)

1096 - 80%
(4096 - 95%>

61.8% ±17.6
(84.0% ±14.7)

30% - 90%
(55% - 100%)

* Los valores entreparéntesisestáncalculadosrealizandola sustracciónde

histogramnas

** Media ±0.5. • Rango.

1

4

5
7

8

9

10

13

14

15

16

18
20

21

22

26

27

32

33

34

35

38

n=22
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TABLA 26b. EXPRESIÓN DEL R-1L6 EN LOS LINFOCITOS B LEUCÉMICOS
EN SITUACIÓN BASAL. PROGRAMA “PAINT A GATE”

díaO idía 3días Sdías 7días

99

87

93

- 97

- 97

- 100

81 99
95 96

- 92

97 91

97 97

SE 99

75 96

96 SU
- 95

74 94

82 92

94 99

97

97

diaO idía 3días Sdías 7dias

l3.3~~

28.4

24.4

28k

18.4

18.7

21.7

18.6

63.6

20.6

29.4

20.5

31.4

16.1

17.2

15.6

26.9

22.9

12.5

445

18.1

17.2

10.2

16.7

25.6

14.3

25.6

25.6

13.4

434

34.6

21.5

31.9

23.0

15.1

122

15.7

13.3

25.2

11.5

44.8

28.8

325

17.0

- 15.7

- 222

- 117.0

165 333
225 35.4

- 17.7

25.1 225

* 93.3±7.6• 90.6±8.3 92.8±4.9 89.6±8.2 95.6±2.9
(82-99) (69- 100) (80-99) (74-99) (90- 100)

17.4±5.2•

(7.5 - 27.4)

17.3

22.8±9.8

(10.2-44.8)

22.3

20.3 ±6.2

(11.0- 37.7)

20.7

3 días

18.5±7.7

(6.3 - 41.5)

17.5

* Porcentaje de expresión. — Intensidad de fluorescencia

• Media ±D.S. (Rango).Mediana.

Pac.

23.0

14.7

22.997

99
98

93

96

93
95

88

80

95
95

94

87

95

94

98

91

SU

93.

99

99
97

99

92

95
93

95

99
82

95

98

97

96

SE

95

91

91

‘y;

99
83

87

97

96

93

98

96
97

83

79

ico
93

84

73

96
93

93

80

84
97

97

99
92

1
4

5

7

8

9
10

13

14

15

16

18

20

21

22

26

27

32

33
34

35

38

n=22

14k

22.4

13.9

13.5

14.2

27.9

32.2

18.1

18.3

12.1

41.5

19.3

24.7

11.8

6.3
14.0

21.2

14.8

175

133
18.0

37.7

19.1

14.9

14.6

11.0

20.7

175

22.4

18.9
25.5

93 94

83 92
§0 97

40.7

31.9

265

125

85.2

23.7

325
21.8

21.2

172

7 díasdía O idía 5 días

** 33.3 ±25.6

<12.5-117)

23.2
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Todo ello contrastacon el porcentajede expresióndel receptorde la 11-6 en las

célulasobtenidasinmediatamentetras realizarla selecciónnegativa,que fue de

93.3%±7.6 (rango:67% - 99%).

La media de medias de la intensidad de fluorescencia fue de 22.8 ± 9.8

(rango: 10.2 - 44.8) paralas célulasE, tras 24 horasde cultivo (la medianade

mediasfue de 22.3); los valoresde la mediade mediasy de la medianade medias

en el día tres de cultivo fue de 18.5 ± 7.7 (rango: 6.3 - 41.5) y de 17.5

respectivamente;tras cinco díasde cultivo de 20.3 ±6.2 (rango: 11.0 - 37.7) y de

20.7; y despuésde sietedías de cultivo de 33.3 ± 25.6 (rango: 12.5 - 117.0) y

23.2 respectivamente.

10.2. Cultivo con SAC2

En veinticuatropacientesseanalizóla expresióndel receptorde la IL-6 en la

superficie de membranade los linfocitos de la población E purificada, tras

permaneceren cultivo uno, tres, cinco y sietedías en contactocon el activador

policlonal de Linfocitos E SAC2. El procedimientoempleadofue el mismoque se

detallaenel apartadoanterior.

Empleo del programa “Lysys II”

En todos los casosseobietivó la presenciadel receptorde la IL-6 enun 10%a

100% de las células tumorales.Estos resultadosprocedende realizarel cálculo

matemáticode la sustracciónde histogramasqueefectúael programa‘Lysys II” del

citómetrode flujo, por la mismarazónquesedetallaenel apartadoanterior(Tabla

27a).

Tras 24 horasde cultivo encontactoconSAC2,el 80.3%±15.9 (rango:30%-

100%) de los linfocitos B de las muestrasde LIC-E expresabanel receptorde

membranade la IL-6. Tras 72 horasde cultivo y en las mismascondiciones,el

73.1%±22.9 (rango: O - 96%) de esascélulasfueronpositivasparadicho antigeno

de membrana. El día cinco de cultivo, el 59.5% ± 27.9 <rango: O - 96%) de los

linfocitos tumoralesexpresabanel receptorde la 11-6 en su membrana,frenteal

58.3%±33.6 (rango:O - 100%)de las célulastrassietedíasdecultivo.
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Empleo del programa “Palnt a gate”

El porcentajede células leucémicascon expresióndel receptor de la

interleucina6 en la superficiede membranaoscilóentreel 77%y el 100%,cuando

el análisis serealizó con el programa ‘Paint a gate’ del citómetro de flujo (Tabla
27b).Tras 24 horasde cultivo, encontactoconSAC2, el 94.0%±5.6 (rango:77% -

99%) de los linfocitos B de las muestrasde LLC-B expresabanel receptorde

membranade la IL-6. Tras 72 horasde cultivo y en las mismascondiciones,el

96.0% ± 3.0 (rango: 91% - 100%) de esascélulas eranpositivas para dicho

antígenode membrana.El día cinco de cultivo, el 94.7%±5.4 (rango: 79% - 100%)

de los linfocitos tumoralesexpresabanel receptor de la IL-6 en su membrana,

frenteal 97.0%±2.6 (rango:92% - 100%)de lascélulas trassietedíasdecultivo.

La mediade mediasde la intensidadde fluorescenciafue de 28.3 ± 12.5

(rango: 13.3 - 68.3) para las célulasE, tras 24 horasde cultivo (la medianade

mediasfue de 23.3); los valoresde la mediade mediasy de la medianade medias

en el día tres de cultivo fue de 34.3 ± 18.8 (rango: 5.1 - 107.0) y de 33.4

respectivamente;tras cincodíasde cultivo de 36.8 ±13.0 (rango:18.9 - 78.2) y de

36.6; despuésde sietedíasde cultivo de 44.9 ±25.1 (rango:14.8 - 120.0) y 35.9

respectivamente.

Asimismo sedeterminó,medianteel programa Painta gate’ del citómetro

de flujo, la media de las intensidadesde fluorescenciade los controlesisotipo

utilizados en los diferentesexperimentos.Los valoresaparecenresumidosen la

Tabla 28.

10.3. Cultivo con IL-6, IL-2 o PDB

En trespacientesseanalizóla expresióndel receptordela IL-6 en tresde los

pacientesde la seriepor los linfocitos leucémicos,tras un cultivo de uno, tres y

sietedíascon IL-6, IL-2 y FDB, de formaaislada.
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TABLA 27a. EXPRESIÓN DEL R-1L6 EN LOS LINFOCITOS B DE LA LLC EN

CULTIVO CON SAC2. PROGRAMA “LYSYS II”

45% (84%)

50% (63%)

50% (85%)

65% (90%)

65% (90%)

71% (90%)

50% (85%)

55% (75%)

80% (95%)

50% (90%)

55% (100%)

55% (85%)

50% (86%)

55%(85%)

76% (95%)

30% (80%)

35% (50%)

60% (90%)

15% (30%)

40% (65%)

25% (40%)

51% (85%)

45% (80%)

55% (85%)

62% (85%)

65% (90%)

55% (90%)

0 (0)

30% (55%)

86% (96%)

32%(60%)

60%(95%)

65%(90%)

25% (65%)

55% (80%)

75% (95%)
35%(60%)

25%

60%(80%)

42% (75%)

40%(45%)

86%

40%

46%

38%

(96%)

(70%)

(80%)

(60%)

296(10%)

65% (95%)

30% (50%)

40% (60%)

0 (0)

30% (61%)

50% (90%)

80%

20%

65%

30%

45%

15%

75%

45%

o
20%

(95%)

(30%)

(90%)

(45%)

(85%)

(35%)

(88%)

(55%)

(0)

(25%)

50% (75%>

52.1%± 14.4 **

(80.3%± 15.9) *

15% - 80% e

(30% - 100%) •~

47.4%±19.3
(73.1%±22.9)

O - 86%
(0 - 96%)

37.9%± 21.7
(59.5%±27.9)

O - 86%
(0- 96%)

40.8%± 26.4
(58.3%±33.6)

0- 85%
(0 100%)

* Los valores entre paréntesisestán calculadosrealizando la sustracciónde

histogramas

** Media ±D.S. • Rango.

Faciente 24 horas 72 horas

1

4 45% (70%)
50% (83%)* 55% (85%) 40% (70%)

5 días 7 días

50%(70%)

30% (50%)

25%

60%

15% (35%)

(35%)
(90%)

55%(90%)

50% (80%)

85% (100%)

0 (0)

70%(90%)

30% (55%)

0 (0)

5

7

8

9

10

13

14

15

16

18

20

21

22

26

27

32

33

34

35

38

n~22
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TABLA 27b. EXPRESIÓN DEL R-1L6 EN LOS LINFOCITOS E DE LA LLC EN
CULTIVO CON SAC2. PROGRAMA “PAINT A GATE”

día0 1 día 3 días 5 días 7 días

97 99

- 88

99

97

92

99 -

99 - 99

98 - 100

92 - 100

99 100 98

100 96 95

98 - 99

90 98 95

97 - -

97 92 99

93 96 99

91 79 97

99 100 98

95 - 96

99 93 97

96 93 98

- 93 92

98 98 100

91 98 92

94 91 -

94 98 98

1 día

día0 1 día 3 días 5 días 7 días

13 .3

15.8

28.4

24.4

28.6

18.4

18.7

21.7

18.6

63.6

20.6

29.4

20.5

31.4

16.1

17.2

15.6

26.9

9.6

22.9

12.5

44.5

18.1

17.2

20.6

13.5

29.7

19.4

21.0

32.3

42.0

33.1

68.3

32.7

23.8

48.6

21.4

25.3

16.3

21.0

26.8

37.6

13.3

17.0

42.5

33.8

20.0

20.3

34.4 45.5

- 32.7

36.637.4

25.5

25.2

15.0

42.3

37.0

35.3

27.8

36.4

107

32.1

42.7

26.6

5.1

33.4

48.2

- 26.8

- 31.7

- 120.0

14.8

43.8

- 33.9

41.7 43.2

18.9

38.0

- 26.0

28.4 22.1

34.6

22.6

22.8

* 93.3 ±7.6 • 94.0±5.6 96.0 ± 3.0 94.7 ±5.4 97.0 ± 2.6

(82 - 99) (77 -99) (91 - 100) (79 - 100) (92 - 100)

17.4 ±5.2 e

(7.5 - 27.4)

17.3

28.3 ±12.5

(13.3 - 68.3)

23.3

34.3 ± 18.8

(5.1 - 107)

33.4

3 6.8±13.0

(18.9 - 78.2)

36.6

44.9 ±25.1

(14.8 - 120)

35.9

3 días 5 días

* Forcentajede expresión.** Intensidad
• Media ±D.S. (Rango).Mediana.

de fluorescencia

Pac.

46.6

25.7

43.1

36.8

93.

93

99

99

97

99

92

95

90

95

99

82

95

98

97

96

90

95

86

91

91

99

99

83

1

2

4

5

7

8

9

10

13

14

15

16

18

20

21

22

26

27

31

32

33

34

35

38

n=22

97

90

98

96

99

99

99

98

99

77

99

96

90

81

98

96

92

97

92

88

97

95

91

93

78.2

29.9

33.2

32.1

73.7

35.1

58.1

30.0

94.5

29.5

59.2

20.4

38.9

35.7

36.1

día O

46.4

24.0

40.9

**

7 días
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TABLA 28. CONTROL ISOTIPO PARA EL ANÁLISIS DEL R-1L6 POR
CITOMETRIA DE FLUJO

basalFE

SAC2 PE

basalR-1L6

SAC2 R-1L6

* Mediade medianasde la
programa Painta gate’.

intensidadde fluorescencia,analizadamedianteel

TABLA 29. EXPRESIÓN DEL R-1L6 EN LOS LINFOCITOS B DE LA LLC EN

CONTACTO CON DIFERENTES MITÓGENOS

día O

17.4 - 93%*

17.4 - 93%

17.4 - 93%

17.4 - 93%

17.4 - 93%

día 1

22.8 - 91%

28.3 - 94%

13.4 - 95%

13.8 - 96%

22.5 - 98%

día 3

18.5 - 97%

34.3 - 96%

día 5

20.3 - 90%

36.8 - 95%

13.7 - 96%

17.3 - 96%

24.0 - 98%

día 7

33.3 - 96%

44.9 - 97%

15.8 - 96%

21.5 - 96%

51.7 - 98%

* Mediade la intensidadde fluorescencia-porcentajede expresión.

día O día 1

5.9

8.1

15.7*

15.7

día 3

5.5

10.4

15.2

24.4

17.5

22.3

día 5

6.6

12.6

16.1

28.1

día 7

10.5

15.6

27.2

36.7

Mitógeno

basal

SAC2

IL-6

IL-2

FDB
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Cultivo con IL-6

En tres pacientes se analizó la expresión del receptor de la IL-6 en la

membranade superficiede los linfocitos de la poblaciónE purificada.

En todos los casosseobjetivó la presenciadel receptorde la 11-6 enun 20 a

85% de las célulastumorales(Tabla 29). Estosresultadosprocedende realizarel

cálculomatemáticode la sustraccióndehistograinasqueefectúael programa“Lysys

II” del citómetrode flujo.

Pl porcentajede células leucémicasque expresabanel receptor de la

interleucina6 en la superficiede membranaosciló entreel 91 y el 98%,cuandoel

análisis serealizócon el programa‘Paint a gate” del citómetrode flujo. Tras 24

horasde cultivo, en contactocon IL-6, el 95.0%± 3.6 (91%, 98%, 96%) de los

linfocitos E de las muestrasde LLC-B expresabanel receptorde membranade la IL-

6. Tras 72 horasde cultivo, el 95.7%±0.6 (95%, 96%, 96%), y el día sietede

cultivo, el 96.3%± 2.1 (97%, 94%, 98%) de los linfocitos tumoralesexpresabanel

receptorde la 11-6 ensu membrana.

La media de mediasde la intensidadde fluorescenciafue de 14.0 ± 1.0

(13.9, 13.0, 15.0)paralascélulasE, tras 24 horasdecultivo (la medianade medias

fue de 13.0); los valoresde la mediade mediasy de la medianade mediasenel día

tres decultivo fueron de 13.7 ± 1.7 (14.6, 11.7, 14.7) y de 14.6 respectivamente;

despuésde siete días de cultivo dichascifras fueron de 15.8 ±2.7 (18.5, 13.1,

15.9) y de 15.9 tambiénrespectivamente(Tabla 29).

Cultivo con IL-2

En dos pacientesse analizó la expresióndel receptor de la IL-6 en la

membranade superficie de los linfocitos de la población E purificada, tras

permaneceren cultivo con11-2 (a la concentraciónde 100 U/mí) uno, tres y siete

días.

En ambasmuestrasse tratabade una población uniforme sin buena

discriminaciónfrenteal valor elegidocomonegativo.Se objetivó la presenciadel

receptorde la 11-6, en conjunto,entreun 20% y un 68% de las célulastumorales,
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resultadosqueprocedende realizarel cálculo matemáticode la sustracciónde

histogramasya detalladaen los apartadosprevios.

El porcentajede expresióndel receptorde la interleucina6 por las células

leucémicasoscilóentreel 96 y el 98%, cuandoel análisisserealizócon el programa

“Faint a gate’ del citómetrode flujo (Tabla 29). Tras 24 horasde cultivo, en

contactocon IL-2, el 96% y el 96% de los linfocitos E de las muestrasde LLC-B

expresabanel receptordemembranade la ¡1-6; fue de 96%y 97% tras 72 horas;y

de 97%y 96%tras sietedíasencultivo.

Las mediasde la intensidadde fluorescenciafueron de 12.9 y 14.8 paralas

célulasE, tras 24 horasde cultivo; estosvaloresen el día tres decultivo fueronde

18.6 y 16.0; despuésde sietedíasde cultivo dichascifras fueron de 19.0 y 21.5

(Tabla29).

Cultivo con PDB

En un pacienteseanalizóla expresióndel receptorde la IL-6 en la membrana
de superficiede los linfocitos de la poblaciónE purificada, tras permaneceren

cultivo conPDB uno, tresy sietedías,que fue del 98% de las célulasestudiadasen

los tres tiempos decultivo, cuandoel análisis serealizócon el programa Faint a

gate” del citómetrode flujo (Tabla29).

La intensidadde fluorescenciade dicho antígenode membranaen esos

mismosdíasde cultivo fue de 22.5, 24.0 y 5 1.7, respectivamente(Tabla 29).

11. EXPRESIÓN DE ANT!GENOS DE ACTIVACIÓN (CD25) Y
PROLIFERACIÓN (CD71) EN LA MEMBRANA DE SUPERFICIE DE
LOS LINFOCITOS B LEUCÉMICOS EN CULTIVO

Se realizóel análisisde la expresiónde la cadenaalfa del receptorde la

interleucina2 (antígenode activaciónCD25) y del antígenode proliferaciónCD71
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en la membranade lascélulasleucémicasquesehabíanmantenidoencultivo, bien

ensituaciónbasalo encontactoconSAC2, duranteuno, tres,cincoy sietedías.

11.1. Cultivo en situación basal

En dieciséispacientesseestudióla expresióndel antígenoCD25 y del CD71

en la membranade los linfocitos U leucémicos,en situaciónbasaly trasuno, tres,

cinco y siete días de cultivo, mediantecitometríade flujo y utilizando triple

marcaje(CD71 FITC, C025 PB, CD19TC). El análisisserealizósobrela poblaciónde

célulasCD19 (+), provenientesde lasmuestrasleucémicaspurificadas.

11.1.a. Expresión del CD25

El estudiosellevó a cabomediantelos programas‘Lysys II y ‘Paint a gate

del citómetrode flujo.

Emplea del programa “Lysys II”

Se objetivó la presenciadel CD2S entre un O y un 100% de las células

tumorales, nada más ser extraídasdel paciente(media ± D.S.: 78.4% ± 28.4;

mediana:90%). Estosresultadosprocedende realizarel cálculomatemáticode la

sustracciónde histogramasque efectúael programa‘Lysys II” del citómetrode

flujo. De la mismaformaquelo observadoenel casode la expresióndel receptorde

la 11-6, se tratabadeunapoblacióncelularuniformesin unabuenadiscriminación

frente al valor elegido como negativo, por su baja densidadantigénicaen la

superficiede membrana.

Tras 24 horasde cultivo sin contactoconmitógenos,el 90.1%±22.8 (rango:

15% - 100%; mediana:97.5%) de los linfocitos E de las muestrasde LLC-E

expresabanel CD25; tras 72 horasde cultivo, el 72.4%±26.4 (rango: 396 - 100%;

mediana:98%) de esascélulaseranpositivasparadicho antígenode membrana;el

día cinco de cultivo, el 84.6%± 30.9 (rango: 5% - 100%; mediana:96%) de los
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linfocitos tumoralesexpresabanel CD25 en su membrana,frente al 84.7%±29.9

(rango: O - 100%; mediana:95%) de las célulastras sietedías de cultivo (Tabla

30a).

Empleo del programa “Paint a gate’

El porcentajede célulasleucémicasqueexpresabanel CD25 ensu superficie

de membranaosciló entreel O y el 100%, cuandoel análisis se realizó con el

programa‘Faint agate’ del citómetrode flujo.

Tras 24 horasde cultivo sin contactoconmitógenos,el 92.3%±23.9 (rango:

O - 100%; mediana:98%> de los linfocitos E de lasmuestrasde LLC-B expresabanel

0325. Tras 72 horasde cultivo y en las mismascondiciones,el 92.4%± 24.7

(rango:O - 100%; mediana:99%) deesascélulaseranpositivasparadicho antígeno

de membrana.El día cinco de cultivo, el 87.3%±32.8 (rango: O - 100%; mediana:

99%) de los linfocitos tumoralesexpresabanel C025 en su membrana,frente al

92.5%± 24.7 (rango: O - 100%; mediana:100%) de las célulastras sietedías de

cultivo.

La mediade mediasde la intensidadde fluorescenciafue de 41.7 ± 26.0

(rango: 12.8 - 109.0) paralas célulasE, tras 24 horasde cultivo (la medianade

mediasfue de 30.5); los valoresde la mediade mediasy de la medianade medias

en el día tres de cultivo fue de 40.1 ± 28.7 (rango: 9.8 - 124.0) y de 31.4

respectivamente;tras cincodíasdecultivo de 40.9 ±29.5 (rango:7.3 - 114.0)y de

38.2; y despuésde sietedíasde cultivo de 64.4±78.6 (rango;6.6 - 304.0)y 30.5

respectivamente(Tabla 30b).

11.1.b. Expresión del CD71

El estudiosellevó a cabomedianteel programa‘Faint a gate’ del citómetro

de flujo. Ningunade las células leucémicasde las dieciséismuestrasanalizadas

expresóel antígeno0371 en ninguno de los días de cultivo, sin contactocon

ningúnmitógeno.

La media de mediasde la intensidadde fluorescenciafue de 10.3 ± 6.2

(rango: 3.9 - 28.7), para las células E, tras 24 horasde cultivo (la medianade

mediasfue de 7.8); los valoresde la mediade mediasy de la medianade medias

en el día tres de cultivo fue de 7.4 ± 2.9 (rango: 2.4 - 12.5) y de 7.4
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respectivamente;tras cinco díasde cultivo de 8.0 ± 2.2 (rango: 4.6 - 11.3> y de

7.5; y despuésde sietedías de cultivo de 13.9 ± 11.1 (rango: 3.9 - 49.6) y 11.7

respectivamente(Tabla 31).

11.2. Cultivo con SAC2

En dieciséispacientesseanalizó la expresióndel antigeno0325 y del CD71

en la membranade los linfocitos de la poblaciónE purificada,traspermaneceren

cultivo uno, tres cinco y sietedías en contactocon el activadorpoliclonal de
linfocitos E SAC2. El procedimientoempleadofue el mismoque se detallaen el

apartadoanterior.

11.2.a. Expresión del CD25

El estudiosellevó a cabomediantelos programas‘Lysys II y Fainta gate”

del cítómetrodeflujo.

Empleo del programa “Lysys II’

Se objetivó la presenciadel CD2S entre un O y 100% de las células

tumorales.Estos resultadosprocedende realizar el cálculo matemáticode la

sustracciónde histogramasque efectúael programa‘Lysys II” del citómetro de

flujo.

Tras 24 horasde cultivo en contactoconSAC2, el 96.2%±6.7 (rango:75% -

100%; mediana:98%) de los linfocitos E de las muestrasde LLC-E expresabanel

CD25. Tras 72 horasdecultivo y en lasmismascondiciones,el 97.2%±3.1 (rango:

93% - 100%; mediana:97.5%) de esascélulaseranpositivasparadichoantígeno

de membrana.El díacincodecultivo, el 91.3%±9.1 (rango:75% - 100%; mediana:

94%) de los linfocitos tumoralesexpresabanel CD2S en su membrana,frenteal

77.0%± 30.0 (rango:O - 100%; mediana:94%) de las células tras sietedías de
cultivo (Tabla32a).
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TABLA 30. EXPRESIÓN DEL CD2S EN LAS CÉLULAS B LEUCÉMICAS EN

CULTIVO EN SITUACIÓN BASAL

a) Programa “Lysys II”

Muestras
n=14

día O 24 horas

51.3%±26.3
(78.4±28.4»’

69.7%±28.1
(90.1±22.8)

72.4%±26.4
(90.1 ±22.0)

67.9%±32.1
(84.6±30.9)

68.8%±30.6
(84.7 ±29.9)

10-96% 396-96%
(15% - 100%) (3% - 100%)

75%
(97.5%)

75%
(98%)

5% - 98%
(20% - 100%)

80%
(96%)

* Los valoresentreparéntesiscorrespondena los resultadosobtenidosconel cálculo
matemáticode la sustraccióndehistogramas.

b) Programa“Paint a gate”

Muestras
n=14 día O 24 horas 72 horas 5 días 7 días

Forcentaje
de

expresión

Intensidad
defluores-

cencia.

89.6%±30.6*
(0 - 100%)

100%

22.8 ± 11.7
(5.8 - 41.7)

25.5

92.3%±23.9
(0 - 100%)

98%

41.7 ±26.0
(12.8 - 109)

30.5

92.4%± 24.7
(0 - 100%)

99%

40.1 ± 28.7
(9.8 - 124.0)

31.4

87.3%± 32.8
(0 - 100%)

99%

40.9 ±29.5
(7.3 - 114.0)

38.2

92.5%±24.7
(0 - 100%)

100%

64.4 ±78.6
(6.6 - 304.0)

30.5

* Media ±D.S. (Rango).Mediana.

media
D.S.

72 horas 5 días 7 días

rango

mediana

o - 95%
(0- 100%)

60%
(90.0%)

o - 98%
(0 - 100%)

80%
(95%)
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TABLA 31. INTENSIDAD DE FLUORESCENCIA DEL ANTÍGENO CD71 EN
CÉLULAS E LEUCÉMICAS EN CULTIVO

Muestras

n=16
díaO 24 horas

8.6 ±3.28* 10.3 ±6.2 7.4 ±2.9 8.0 ±2.2 13.9 ± 11.1

(4.3 - 16.2)

8.1

8.6 ±3.28

(4.3 - 16.2)

8.1

(3.9 - 28.7)

7.8

205.8± 181

(22.4- 656.1>

146.5

(2.4 - 12.5)

7.4

222.8±205.1

(28.6- 800.0)

157.0

(4.6 - 11.3)

7.5

22 7 .8±216.4

(69.8- 811.0)

153.0

(3.9 - 49.6)

11.7

271.2±317.1

(22.3 - 1242)

182.0

* Media±D.S. (rango).Mediana.Resultadoscon ‘Faint a gate’.

72 horas 5 días 7 días

Basal

SAC2
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TABLA 32. EXPRESIÓN DEL CD2S EN LAS CÉLULAS B LEUCÉMICAS EN
CULTIVO CON SAC2

a) Programa “Lysys II”

díaO

5 1.3% ± 26.3
(78.4±
28.4»’

O - 95%
(O - 100%)

60%
(90%)

24 horas

81.1%± 17.8
(96.2 ±6.7)

35 - 97%
(75% - 100%)

86.5%
(98%)

72 horas

81.6%±12.5
(97.2±3.1)

60 - 97%
(93% - 100%)

82%
(97.5%)

5 días

75.3%±18.1
(91.3 ±9.1)

55 - 97%
(75%- 100%)

78.5%
(94%)

7 días

60.2%±34.1
(77.0±30.0)

O - 95%
(0 - 100%)

71%
(94%)

* Los valoresentreparéntesiscorrespondena los resultadosobtenidosconel cálculo
matemáticode la sustracciónde histogramas.

b) Programa“Palnt a gatt”

Muestras
n=14 día O 24 horas 72 horas 5 días 7 días

Porcentaje
de

expresión

Intensidad
defluores-

cencia.

89.696±30.6*
(0 - 100%)

100%

22.8 ±11.7
(5.8 - 41.7)

25.5

97.1%±2.8
(90% - 100%)

98%

100.3 ±68.0
(31.6 - 255)

79.5

97.7%±1.6
(94% - 100%)

98%

86.2 ±64.0
(9.7 - 224.0)

58.2

97.9%±2.5
(93% - 100%)

99%

99.6 ±57.3
(31.5- 224.0)

7 1.45

98.4%±2.3
(91% - 100%)

99%

121.4±122
(13.6 -463)

71.1

* Media ±D.S. (Rango).Mediana.

Muestras
n=14

media

D.S.

rango

mediana
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Empleo del programa “Paint a gate’

El porcentajede célulasleucémicascon expresióndel CD2S en la superficie

de membranaosciló entreel O y el 100%, cuandoel análisis se realizó con el

programa Painta gate’ del citómetrode flujo.

Tras 24 horasde cultivo encontactocon SAC2, el 97.1%±2.8 (rango:90% -

100%; mediana:98%) de los linfocitos 13 de las muestrasde LLC-B expresabanel

CD2S. Tras 72 horasdecultivo, el 97.7%±1.6 (rango:94% - 100%; mediana:98%)

de las célulaseran positivas paradicho antígenode membrana.El día cinco de

cultivo, el 97.9% ± 2.5 (rango: 93% - 100%; mediana:99%) de los linfocitos

tumoralesexpresabanel CD25 ensu membranafrenteal 98.4%±2.3 (rango:91%
- 100%; mediana:99%) de lascélulastras sietedíasdecultivo (Tabla 32b).

La media de mediasde la intensidadde fluorescenciafue de 100.3 ± 68.0

(rango:31.6 - 255.0) para las célulasE, tras 24 horasde cultivo (la medianade

mediasfue de 79.5); los valoresde la mediade mediasy de la medianade medias

en el día tres de cultivo fueron de 86.2 ± 64.0 (rango:9.7 - 224.0) y de 58.2

respectivamente;tras cinco díasdecultivo de 99.6 ±57.3 (rango: 31.5 - 224.0) y

de 71.45; despuésde sietedíasde cultivo de 121.4± 121.9 (rango: 13.6 - 463.0)

y 71.1 respectivamente(Tabla32b).

11.2.b. Expresión del CD71

El estudiosellevó a cabomedianteel programa‘Paint a gate’ del citómetro

de flujo.

La mediade mediasde la intensidadde fluorescenciafue de 205.8± 181.0

(rango:22.4 - 656.0),paralas célulasE, tras 24 horasde cultivo (la medianade

mediasfue de 146.5); los valoresde la mediade mediasy de la medianademedias

en el día tresde cultivo fue de 222.8 ±205.1 (rango: 28.6 - 800.0) y de 157.0

respectivamente;trascinco díasde cultivo ambosvaloresfueronde 227.8 ±2 16.5

(rango: 69.8 - 811.0) y de 153.0; despuésde siete días de cultivo de 271.2 ±

316.8 (rango:22.3 - 1242.0)y 182.0 respectivamente(Tabla 31).
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Se objetivó un aumentoimportantede la intensidadde fluorescenciacon

respectoa esasmismaspoblacionescelularesen situaciónbasal.Todoslos valores

presentaronunadesviacióntipica superioral 100%.

12. ESTUDIO DE LA VIABILIDAD CELULAR

Esteestudiosepracticóen lascélulasleucémicasen el díaceroy tras cultivo

de uno, tres, cincoy sietedíasdeduración.

12.1. Viabilidad de la muestra en el día cero

En las treinta y nuevemuestrasde linfocitos 13 purificadosde estaserie,se

estudiólaviabilidad celularenel momentode iniciar los cultivos, unavez realizada

la selecciónnegativacon AET. El análisis se llevó a cabo con azul tripán -para

posteriorestudiocon el microscopioóptico- y con ioduro de propidio -parael

estudiocon el citómetrode flujo-. Con ambastécnicasseobtuvieronresultados

similares.El porcentajedecélulasno viablesjunto conlascélulasenapoptosisosciló

entreel 0%y el 40%del total de la población(media±D.S.: 4.5%±7.9). En el caso

del pacientecon la proporciónmáspequeñade célulasvivas (60% del total), las

célulasque teníancaracterísticasde muertasconstituíanel 28%del total, mientras

que aquellasque presentabanrasgosde estaren apoptosissegúnel análisis de

citometríaalcanzabanel 12% del total deesamuestra(Tabla 33).

12.2. VIabilidad de las células en cultivo

En veintitrésde las muestrasanterioresse estudiótambién la viabilidad

celular cuandolos linfocitos 13 leucémicosse manteníanen cultivo, tanto en
situaciónbasalcomoencontactoconSAC2, duranteun periododetiempo de uno,
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tres,cincoy sietedías,El análisissepracticóconel empleode lodurode propidioy

el citómetrode flujo.

12.2.a. Viabilidad de las células en situación basal

El porcentajede células viablesen los cultivos en los que no se había

utilizado SAC2 osciló dependiendodel día de cultivo en que se realizóel análisis.

Trasveinticuatrohorasencultivo, el porcentajede célulasmuertasy enapoptosis

estuvocomprendidoentreel 1% y el 51% (media±D.S.: 2 1.5%±17.6); tras tres

díasdecultivo, oscilóentreel 4% y el 71% (31.9%±2 1.0); despuésdecincodíasde

cultivo entreel 1% y el 77% (32.2%±22.6);y en el séptimodíaentreel O y el 62%

(20.0%±16.5) (Tabla33).

12.2.b. Viabilidad de las células en contacto con
SAC2

Cuandose empleóSAC2 enel cultivo los porcentajesde célulasno viables

estuvieroncomprendidosentreel 1% y el 44% (media±D.S.: 16.6%± 14.8) -día

uno-; entreel O y el 86% (31.1%±26.2) -día tres-;entreel 4% y el 85% (34.2%±

28.0) -día cinco-; entreel O y el 90% (33.8%±27.6) -díasiete- (Tabla34).

La intensidadde fluorescenciade los antígenosde membranade las células

con característicasde apoptosisfue en todos los casosinferior a los valores

objetivadosen las célulasviables.Así, la mediade la intensidadde fluorescencia

en lascélulas13 tras 24 horasencultivo, parael antigenoCD45 FITC fue de 126.5 ±

49.7 (paralas célulasviables)y de 47.9 ±21.5 (paralascélulasenapoptosis);para

el antigenoCD19 FITC, en las mismascircunstancias,los resultadosfueronde 63.8

±22.9 y de 36.2 ±9.4, respectivamente;parael CDS FITC, de 56.6 ±26.9 y 21.9 ±

9.7; parael CD19 TC, de 396.6±194.1y 157.5 ±77.6; parael CDS TC, de 312.4±

178.6 y 170.6 ±105.6;parael CD2S, de 43.6 ±22.8 y 21.6 ±20.7. Sólo en el caso

de la determinacióndel R-1L6 medianteel empleode la IL-6 conjugadacon FE, la

intensidadde fluorescenciafue superioren las célulasen apoptosis(26.3 ± 10.8,

en las mismascircunstanciasdescritaspreviamente)queen lascélulasviables.Por

último, la intensidadde fluorescenciaparalos controlesisotipo de los anticuerpos

monoclonalesconjugadosconFITC, FE y TC, fue mayoren las célulasenapoptosis

que en las célulasviables:9.3 ± 3.9 frente a 3.4 ± 1.5, 11.6 ±3.0 frentea 4.8 ±

1.2, y 37.7 ±30.1 frentea 7.5 ±5.2 (Figuras28 y 29).
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TABLA 33. PORCENTAJE DE CÉLULAS B EN CULTIVO NO VIABLES EN

SITUACIÓN BASAL

24 horas 72 horas

6%

51%
5%

7%
15%
13%
20%

26%
15%
14%
51%

3%

17%
6%
7%

4%
34%

51%
49%
40%

1%

61%
14%

50%
42%
10%
19%

13%
33%
61%
63%

4%

14%
18%
33%

15%
35%

34%
65%
71%
45%

6%

2 1.5±17.6
(1% - 51%)

3 1.9±21.0
(4% - 71%)

32.2±22 .6
(1% - 77%)

Paciente

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39

día O

3%
4%
2%
10%
0%

0%
1%
0%
0%

12%
5%
0%

2%

4%
0%
3%
2%
3%

0%
3%
1%
1%
1%
1%
5%
6%
40%
12%
2%
2%
0%
2%

5 días

18%

65%

15%
23%

39%

62%

1%

6%

13%

37%
19%

33%
77%
47%
54%

6%

7 días

25%

8%

13%
37%
10%
19%

32%

28%

62%

0%

0%
13%
36%

0%
5%

21%
46%
19%

6%

n=22 4.0±7.2*
(0- 40%)

* Media±D.S. (rango).

20.0±16.5
(0 -62%)
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TABLA 34. PORCENTAJE DE CÉLULAS B NO VIABLES EN CULTIVO CON

SAC2

24 horas 72 horas

5%
30%

44%
8%

7%
6%
7%
16%

27%
8%
8%

42%

3%

9%
4%
4%

3%
27%

7%

29%
44%
42%

1%

0%

62%
7%

44%

7%

19%

13%
12%
29%
60%

4%

40%

16%

7%
20%

77%
57%
86%
57%

6%

5 días

4%
38%

61%

24%
19%

5%

62%

5%

40%

12%

9%
14%

17%
85%
73%
83%
58%

6%

7 días

8%

13%

30%
66%
0%
32%

43%

16%

55%

4%

45%
10%
29%

12%
25%

90%
71%
87%

6%

16.6±14.8
(1% - 44%)

3 1.1±26.2
(0 - 86%)

34.2±28.0
(4% - 85%)

33.8±27.6
(0 - 90%)

* Media±0.5. (rango).

Paciente

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39

día O

3%
4%
2%
10%
0%

0%
1%
0%
0%

12%
5%
0%

2%

4%
0%
3%
2%
3%

0%
¡ 3%

1%
1%
1%
1%
5%
6%
40%
12%
2%
2%
0%
2%

n=22 4.0±7.2*
(0 - 40%)
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FIGURA 28. Análisis por “Paint a gate” de la población leucémica

purificada en cultivo. Control isotipo en las células viables y en las

que han sufrido apoptosis

FIGURA 29. Análisis por “Paint a gate” de la población leucémica
purificada en cultivo. Expresión del CD19 (FITC), CD5 (PE), HLA-DR

(TC) en las células viables y en las que han sufrido apoptosis





13. ANÁLISIS DEL CICLO CELULAR

En seispacientesseestudióla morfologíadel ciclo celularde las células 13

purificadas, tanto en el día cero (día de la extracciónde la muestra),como tras

permanecerenmediode cultivo durantetres y sietedías,bienensituaciónbasalo

encombinaciónconvariosmitógenos.

13.1. Análisis del ciclo celular en el día cero

Se estudió el ciclo celular de las seis muestrastras obtenerlas células

purificadascon AET. El análisisse llevó a cabosobrela poblacióncelularviable con

el programa Celí fit’ del citómetrode flujo.

El porcentajede célulasen la faseGi fue del 92.9%±1.27 (rango:92.0% -

93.8%); en fase 5 fue del 3.5% ± 1.41 (rango: 2.5% - 5.5%); y en fase G2/M de

3.5%±2.6 (rango: 1.7% - 5.4%).

13.2. Análisis del ciclo celular en el día tres

Despuésde la obtenciónde las célulastras tres díasde cultivo, serealizóel

mismoanálisisqueel detalladoenel apartadoanterior.Se consiguieroncélulasen

situaciónbasaly en contactocon IL-6 recombinante(a las dosis de 20, 10 y 1

ng/mí) -solao encombinacióncon el ésterdel forbol (PDB)-, 11-2 (a dosisde 100

U/mi) -sola o encombinacióncon el PDB-, PDB aislado,FHA y SAC2.

Salvo los resultadosobtenidoscon la FHA jfase Gi de 74.3%± 3.0 (rango:

71.3% - 77.3%>; fase5 de 20.0%±4.6 (rango: 15.3% - 24.6%>; faseG2/M de 5.7%

± 4.1 (rango: 2.6% - 10.3%)I, el resto no varían de forma sustancialde los

objetivadosenel díacero(Tabla 35).
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13.3. Análisis del ciclo celular en el día siete

Se realizó en células leucémicastras sietedías de cultivo. Los mitógenos

empleados,suscombinacionesy sus dosisfueronlas mismasque las del apartado

anterior.

Los resultadosobtenidoscon la FHA jfaseGi de 77.0%±3.7 (rango:72.8%-

79.9%); fase 5 de 20.1%±4.1 (rango: 17.9% - 25.0%); fase G2/M de 2.7%±0.9

(rango:2.2% - 3.7%fl y el SAC2 {fase G1 de 80.7%± 14.2 (rango:70.7% - 90.8%);

fase5 de 18.8%± 14.6 (rango:8.5% - 29.1%); fase G2/M de 0.4% ±0.3 (rango:

0.2% - 0.7%fl, fueron diferentesa los del restode los mitógenosempleados(Tabla

36).
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TABLA 35. ANÁLISIS DEL CICLO CELULAR DE LAS CÉLULAS B
LEUCÉMICAS EN EL DÍA TRES DE CULTIVO

Mitógeno

Basal

IL-6 20 ng/ml

IL-6 10 ng/ml

IL-6 1 ng/ml

IL-6 20 ng/ml
+FDB

IL-6 10 ng/ml
+PDB

IL-6 1 ng/ml 4DB

IL-2 100 U/ml

IL-2 100 U/ml +
FDB

FDB

PHA

SAC2

FaseG0/G1

95.0%±2.1k
(93.5% - 96.5%)

94.5%± 2.8
(92.5% - 96.5%)

94.9%±0.8
(94.4% - 95.5%)

94.8%±1.8
(93.5% - 96.1%)

95.0%±0.3
(94.8% - 95.2%>

95.1%±0.2
(95.3% - 95.0%)

93.6%±6.0
(89.4% - 97.9%)

96.3%±2.0
(97.8% - 94.9%>

96.0%± 1.9
(94.7% - 97.4%)

74.3%±3.0
(71.3% - 77.3%)

92.4%±4.2
(89.5% - 95.4%)

FaseS

4.196±1.6
(3.0-5.3)

4.6% ±2.7
(2.7% - 6.5%)

3.8%±0.8
(3.3% - 4.4%)

4.7% ±2.2
(3.2% - 6.3%)

4.5% ±0.3
(4.4% - 4.6%)

4.4% ±0.2
(4.3% - 4.6%)

6.1% ±6.0
(1.9% - 10.4%)

1.8%±0.2
<1.7% - 2.0%)

3.6% ±1.9
(2.3% - 5.0%)

20.0%±4.6
(15.3% - 24.6%)

4.7%± 1.3
(3.8% - 5.7%)

FaseG2/M

0.8%±0.5
(0.5% - 1.2%)

0.9%±0.1
(0.8% - 1.0%)

1.1%±0.1
(1.0% - 1.2%)

0.4%±0.3
(0.2% - 0.7%)

0.5%±0.3
(0.4% - 0.6%>

0.6%±0.2
(0.7% - 0.4%)

0.1%±0.1
(0.1% - 0.2%)

0.6%±0.2
<0.5% - 0.8%)

0.4%±0.2
(0.3% - 0.5%>

5.7%±4.1
(2.6% - 10.3%)

1.0% ±0.3
(0.8% - 1.2%)

* Media±19.5. (Rango).
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TABLA 36. ANÁLISIS DEL CICLO CELULAR DE LAS CÉLULAS B
LEUCÉMICAS EN EL DíA SIETE DE CULTIVO

Mitógeno

Basal

11-6 20 ng/mi

11-6 10 ng/ml

¡1-6 1 ng/ml

¡1-6 20 ng/mi
+PDB

11-6 10 ng/mi
+FDB

IL-6 1 ng/mi +PDB

11-2 100 U/mi

11-2 100 U/mi +

FDB

PDB

FHA

SAC2

FaseGo/Gi

96.6%±3.0
(94.5% - 98.8%>

95.0%±1.5
(94.0% - 96.7%>

96.5%±0.0
(96.5%)

85.0%±0.0
¡ (85.0%)

96.0%±0.8
(95.4% - 96.6%)

96.1%±0.0
(96.1%)

96.3%±0.0
(96.3%)

94.6%±0.2
(94.5% - 94.8%)

94.6%±0.0
(94.6%)

95.2%±0.8
(94.3% - 95.9%)

770%±3.7
(72.8% - 79.9%)

80.7%± 14.2
(70.7% - 90.8%)

FaseS

3.0%±2.4
(0.2% - 4.5%)

3.4%±0.1
(3.3% - 3.5%)

1.9%±0.0
(1.9%)

12.4%±0.0
(12.4%)

3.0%±1.1
(2.2% - 3.8%)

3.6% ±0.0
(3.6%)

3.4%±0.0
(3.4%)

4.0% ±0.1
(4.0% - 4.1%)

3.4%±0.0
(3.4%)

4.0%±0.3
(3.8% - 4.3%)

20.1%±4.1
(17.9%- 25%)

18.8%±14.6
(8.5% - 29.1%)

FaseG2/M

0.9%±0.1
<0.8% - 1.1%>

1.8%± 1.1
(1.0% - 2.6%)

1.6% ±0.0
(1.6%>

2.6%±0.0
(2.6%)

1.0%±0.4
(0.7% - 1.3%)

0.3%±0.0
(0.3%)

0.3%±0.0
(0.3%)

1.2%±0.2
(1.1% - 1.4%)

2.0%±0.0
(2.0%)

0.8%± 1.0
(0.2% - 1.9%)

2.7%±0.9
(2.2% - 3.7%)

0.4%±0.3
(0.2% - 0.7%>

* Media±D.S. (Rango).
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DISCUSIÓN



La LLC-B es una enfermedadlinfoproliferativa crónica de células E, y

constituye la leucemiacon mayor incidencia en los paises occidentales.Las

manifestacionesclínicasy el cursode la enfermedadvaria de unos pacientesa

otros, y a pesarde los sistemasde estadiajeactuales,esdificil pronosticarel curso

individual de la enfermedad(Montserrat,1992).

Existe la conviccióndeque factoressolublespuedenjugarun papelrelevante

en la patogénesisy/o enel cursoclínico de variasneoplasiashematológicas,entre

ellasla LLC-B. La investigaciónde las citocinasrelacionadascon la función de los

linfocitos B y la expresiónde susreceptoresen lascélulasde la ILC-B puedeayudar

a conocerla conexiónexistenteentreestosfactoresy la transformaciónleucémica.

Entre las citocinasestudiadasen relacióna estaenfermedad,las que han sido

objetode unanálisismásexhaustivoen los últimos añossonel TNFa, la IL-2 y la II-

4. A las dosprimerasseles ha atribuidouna acciónpositiva, y a la IL-4 un efecto

negativosobrela proliferacióncelular leucémica,si bien de forma inconsistente

(Alvarez-Mon y col., 1989; Luo y col., 1991; Trentin y col., 1993; Reittie y

Hoffbrand, 1994; Tsilivakos y col., 1994). En relación a la IL-6 sonescasoslos

trabajospublicados,siendolos resultadoscontradictoriosensu mayoría(Biondi y

col., 1989; Caligaris-Cappioy col., 1989; Carlssony col., 1989; Freemany col.,

1989; Digel y col., 1991; Van Kooten y col., 1992; Burke y col., 1993; Jewelly col.,
1993; Flatey col., 1993¡,; Aderkay col., 1993; Rambaldiy col., 1993).

Hay que tener en cuenta además,que debido a la redundanciay al

pleiotropismode las citocinas,unaspuedeninfluir y modificar la acciónde las

restantes,pudiendointervenir de estemodo múltiples citocinasen la patogénesis

de una enfermedad.En la Introducciónseha descritola acciónde las distintas

citocinassobrelascélulasdeestirpeE de la LLC-B. Así, la IL-7 estimulala expresión

de los receptoresde la IL-2 y los del TNFa en la LLC-B (Platey col., 1993b); la IL-2

incrementala expresióndel receptorde la IL-3 (Trentiny col., 1994)y la secreción
del TNFa(Larssony col., 1993); el TGF~ inhibe la producciónde la IL-6 por las

célulasdel estroma(Lagneauxy col, 1992); la IL-4 aumentala expresiónde la

cadenaalfadel R-1L2 (Shubinskyy col., 1994) y tiene un efectonegativosobrela

proliferacióncelularleucémicainducidaporel TNFa (VanKooteny col., 1992),por

el LENy (Karray y col., l9SSc),o por la IL-2 (Karrayy col., 1988a);el IFNa contrarresta

la accióndel TNFa, tambiénen la LLC-B (Cordingleyy col., 1988); la IL-lO permitela

respuestade los linfocitos E neoplásicosa la IL-2 a travésde la inducción de los
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receptoresde alta afinidad de la 11-2 en esascélulas (Huckiger y col., 1993).

Además,hay que tenerpresenteque estascitocínaspuedenrealizar su acción

sobre la población de células T, la cual será a su vez origen de una nueva

producciónde estosfactoressolubles,queejerceránsu funciónsobrelas células13
leucémicas.Tambiénexiste la posibilidadde que unavariedadde citocinas(IFNy,

IFNa, 11-2, TNFcr, GM-CSF, M-CSF> puedanestimularla lisis de célulastumorales

dependientede anticuerpos,como se ha demostradoen las CMSF de personas

sanas(Cemerlic y col., 1991). Por último, dentro de la heterogeneidadde la

enfermedad,no se debe olvidar la posibilidad de que unas citocinas seanlas

responsablesde la génesisde la LLC-B en unospacientes,y queotras lo seanen

otros. De los trabajospublicadoshastael momentono sepuedeextraerun esquema

claro del papel específicoque tienen esascitocinas o sus receptoresen la

proliferaciónde las células 13 leucémicasen la LIC-E y en la progresiónde la

enfermedad.

Esta Tesis ha intentadoprofundizaren el papelde la IL-6 en la LLC-B,

analizandosi estacitocinasecomportademodo parecidoo no acomolo haceen el

mieloma múltiple (Kawano y col., 1988); es decir, si la IL-6 es o no un factor

autocrinoen el desarrollode la LIC-E. Paraello, se han fijado unosobjetivos ya

detalladosen otro capítulo de esteestudio,quehan incluido el estudiofenotípico

de lascélulasde la LLC-B (conatenciónespecíficaen la expresióndel receptorde la

IL-6 en su membrana),el análisisde la acciónde la ¡1-6 (así comode la 11-2 y un

ésterdel forbol) sobre la proliferación y la diferenciaciónde los linfocitos B

leucémicos,y la determinaciónde la produccióndedichacitocinay de sureceptor

solubleporpartede lascélulasneoplásicasde la LIC-E.

En estetrabajosehananalizadotreintay nuevepacientesdiagnosticadosde

LLC-B, veinticinco mujeresy catorcevarones,que no habíanrecibido tratamiento

previo a la realizaciónde esteestudio,recopilandolas muestrasen un periodode

dieciocho meses,lo que ha facilitado su estudiohomogéneo.El predominiode

mujeres sobre varones discrepa de la mayor prevalenciadescrita de esta

enfermedaden varones(Catovsky y Foa, 1990), si bien es cierto que no son

pacientesdiagnosticadosde forma consecutiva.La edadde los pacientesosciló

entrelos 46 y 82 años (65 ±9) y ninguno teníaen el momentodel diagnóstico

menosde40 años,lo que apoyala rarezadeestaentidadendécadastempranasde

la vida (Galey Foon,1987; Montserraty col., 1991; Batatay Shen,1992).

Los pacientessedistribuyeronsegúnlos estadiosde la clasificaciónde Rai y

Einet. Ambos sistemasde estadiajehan demostradola correlaciónentre los
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distintosestadiosenellaspropuestosy lascurvasde supervivenciade la LLC (Raiy

col., 1975; Binet y col., 1981).Veintidóspacientesseencontrabanen el estadioO

de Rai, cincoen el estadio1, nueveenel estadioII, uno en el estadioIII y dos enel

estadioIV. Por lo tanto, veintidós pacientespertenecíanal grupode riesgobajo

(estadioO), catorceal grupoderiesgointermedio(estadios1 y II), y tres al grupode

riesgoalto (estadiosIII y IV). For lo quehacereferenciaa la clasificacióndeBinet,

treintay uno de los pacientesestabanincluidos enel estadioA, cincoen el estadio

13 y tres en el estadioC. La distribución de los enfermospor estadiosviene

condicionadaporqueen el estudio sólo se incluyeron pacientesque no habían

recibido previamenteningún tipo de tratamientoespecificoparala LLC-13. De ahí,

el alto porcentajede enfermosen los gruposde riesgobajo e intermediosegúnla

clasificacióndeRai, y enel grupoA de laclasificaciónde Binet.

Sólo un pacientepresentófenómenosde autoinmunidad,queconsistieron

en la positividad de la pruebade Coombs directo, en ausenciade anemia,

trombocitopeniao neutropeniaautoinmune.En términos relativos, suponeuna

cifra de un 3% de los pacientesincluidos en la serie.Estevalor es discretamente

inferior a lo publicado (Catovskyy Foa, 1990), aunque,como ya se ha reflejado

anteriormente,los enfermosde esteestudiose han recogidodeforma no aleatoria,

no incluyendo pacientestratados previamente o que estabanrecibiendo

tratamientoespecíficoparasuLLC-B enesemomento.Ningún pacientepresentaba

paraproteinemiamonoclonal.

Estudio inmunofenotípico de las células mononucleadas
de sangre periférica y de los linfocitos B purificados

Se analizaron las poblacionesde linfocitos T, células “natural killer’,

monocitosy de linfocitos 13 en las CMSP mediantecitometríade flujo.

Sólo enuno de los veintiséispacientesen los queseestudióla expresiónde

los antígenosde superficiede membranaCD4 y CDS, se objetivó inversión del

cocientelinfocitario CD4/CD8.Esto contrastaconpublicacionesprevias,en lasque

aparececon mayor frecuenciauna inversiónde estecociente,que esatribuido a

unaexpansiónde la poblaciónlinfocitaria supresoraCD3 (+) CD8 (+) (Launay col.,

1974; Laguna,1983; Markey y col., 1986; Galey Foon, 1987).No seobservaronen

el análisiscélulasqueexpresaransimultáneamentelos antígenos0)4y CDS -tipico
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de los timocitos y no de los linfocitos T maduros-,a diferenciatambiénde los

resultadosde otrasseries.Comoya sedescribióen la Introducción,los datoshasta

ahoraconocidosy publicadossobreestecamposonpoco clarosy en su mayoría

contradictorios(Freedman,1990; Dighiero, 1993).

El númerorelativo de células NR entre las CMSP analizadas,no estaba

aumentado;sólo dosde los treintay tres pacientesen los que seha efectuadoel

análisis, teníanun porcentajede célulasNR igual o superioral 10% (10%y 20%

respectivamente).No se realizó un estudiode la actividad funcional de estas

células,que seha demostradoqueestádisminuidaen la LLC-B (Foay col., 1986;

Álvarez-Mony col., 1986; Álvarez-Mony col., 1987).

El porcentajede monocitosen la poblaciónanalizadaestabadisminuidoen la

mayoríade los casos(el 85% de las muestrasteníanunacifra igual o inferior al

5%),comoesdeesperaren la LLC-B por la expansiónde la poblaciónneoplásica.

Los linfocitos 13 de todos los pacientesanalizadosexpresaban,de forma

única,lacadenaligerade la inmunoglobulinakappa(70%de los casos)o lambda,lo

que apoyael origenclonal de esteprocesolinfoproliferativo (Brouety Seligmann,

1977; Solankiy col., 1982).La intensidadde fluorescenciaparaambosantígenos

fue inferior a la del antígenode superficiede membranaFan 13, CD19, deacuerdo

con lo ya conocidode que la intensidadde expresiónde la inmunoglobulinade

superficieen el linfocito 13 leucémicoes muchomás débil que en el linfocito 13

normal(Erouety Seligmann,1977).

Todos los lifocitos 13 de cadamuestrade CMSP analizadaexpresabanen su

membranade superficielos antígenosCD5, CD2O, HLA DR, así comoel CD19, que

definena la poblaciónlinfocitaria 13. El porcentajede célulasque expresaronlos

cuatroantígenosde membranaseñaladosfue parecido,teniendoencuentaque el

antigenoCDS lo expresanlos linfocitos 1 junto a los linfocitos 13 de la LLC-B, y que el

HLA DR es expresadopor las células presentadorasde antígeno, como son el

linfocito 13 y los macrófagos.La coexpresióndeestosantigenosde membranaapoya

el diagnósticode LIC confenotipo13 y constituyóun puntodepartidabásicoparala

recogidae inclusión de los pacientesen este trabajo (Freedmany Nadíer, 1987;

Freedman,1990; Catovskyy Foa, 1990; Cheson,1991). En cuantohacereferenciaa

la densidadantigénica,reflejadapor la medidade la intensidadde fluorescencia,

llama la atenciónla menordensidaddel antígenode superficie de membrana

CD2O, encomparaciónconel restodelos antígenosestudiados,lo quecoincidecon

datosde publicacionesrecientes(Ginaldi y col., 1994),y que lleva a sugerirqueen
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los pacientescon LLC-B el CD19 es el antígenode superficiemás fiable para la

identificacióndel fenotipo 13 de la estirpecelular leucémica,antesqueel propio

CD2O. Se observótambiénvariabilidad entre las distintas muestrasde células

leucémicaen relacióna la densidadantigénicade los antígenoscitados.

En ninguna de las muestrasestudiadasse observó que las células B

leucémicasexpresaranen su membranaantígenosde la línea mielomonocítica

(CD14), lo queapoyala rarezade estehallazgo(Folliack y col, 1992; Tempertony

col., 1993), en contra de la información recogida en otras revisiones de la

enfermedad(Dighiero, 1992; Montserrat,1992; O’Brien y col., 1995).

En las muestrasen que se analizó la presenciade receptorespara los

hematíesde ratón,secomprobósuvalidezcomomarcadordiagnósticode la LLC-B,

coincidiendoasí con opinionesvertidascon anterioridad(Laguna,1983; Batatay

Shen, 1992; Hoklandy col., 1992).Sin embargo,la técnicaeslaboriosay subjetiva

si secomparaconel estudiofenotipicode la poblacióncelularmediantecitometría

de flujo, y no ha sido necesariapara establecerel diagnósticode LLC-E en los

pacientesincluidos enestaserie.

A las CMSF obtenidas(Bóyum, 1968) se les sometió a un procesode

eliminaciónde los linfocitos T, mediantela realizaciónde una selecciónnegativa

con hematíesde carnerotratadosconAET, con el fin de obtenerla poblaciónde

linfocitos 13 purificada (Jondal y col., 1972; Kaplany col., 1976; Madseny col.

1980). Con esteprocedimientoseconsiguióque en treintade las treinta y nueve

muestrasobtenidas(77%) el porcentajede linfocitos T, monocitosy célulasNK fuera

inferior al 5%. El porcentajedel 95% de células 13 leucémicaspurificadases el

empleadocon másfrecuenciapor los distintos gruposde trabajo (Biondi y col.,

1989; Lahat y col, 1991). No se utilizó ninguna técnicade separaciónde los

monocitosni delascélulasNK.

Análisis de la expresión del receptor de la IL-2 en la
superficie del linfocito B de la LLC

El receptorde la IL-2 es un complejomolecularcompuestopor tres cadenas

polipeptídicasdiferentes-a, 3, y-, que tienen propiedadesfuncionalesdiversas.

Estereceptores de alta afinidad cuandoexisteuna interacciónestrechaentresus
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cadenasa y j3 (Burton y Kay, 1994). En este trabajo no se ha analizadosi los

receptoresparala IL-2 queexistenen los linfocitos neoplásicosde la LLC-13 sonde

alta afmidad,porno haberseexaminadola presenciade sucadenaji

Las célulasde la LLC-13 expresanen su membrana,de formaconstitutiva, el

CD2S (cadenaa delR-1L2) enun porcentajevariable.En esteestudio,el 24% de los

pacientesen los que seanalizóla expresiónde esteantígeno,no presentabanensu

superficiede membranael 0325 (expresióninferior o igualal 15%), mientrasque

el 76% de los pacientesestudiadossí lo expresaron.Estos resultadosestánen

consonanciacon los publicadospor distintosgruposen los últimos años(Aguilar-

Santelisesy col., 1993; Tsiivakosy col., 1994; Nakasey col., 1994; Burtony Kay,

1994),discrepandode la informaciónaportadapreviamente(Touw y col., 1987>.

Las muestrasque expresaronel CD2S ensuslinfocitos B, lo hicieronentodas

suscélulas.Estehallazgocontradicelo sugeridoporotros estudios(Tsilivakosy col.,

1994),segúnlos cuajes,dentrodel mismopaciente,unascélulasexpresaríandicho

antígeno de superficie y otras no, lo que indicaría la existenciade una

heterogeneidadfenotípicaintraclónica.Estaaparentedivergenciapuedeexplicarse

por la baja densidadde este antígenode activacióncelular en los linfocitos E

leucémicos,medido de forma indirectapor la intensidadde fluorescenciaen la

citometría de flujo. Tanto la media como la medianade fluorescenciapara la

expresióndel R-IL2 en los linfocitos 13 de la LLC-13, fueron muy inferioresa las

obtenidasparalos antígenosde superficieCD19, CD5, HLA DR e inclusoCD2O. Sin

embargo,fue similar a la del R-1L6 como se describemás adelante.Estabaja

densidadantigénicapuedellevar a unainterpretaciónerróneade los resultados,si

se emplea un método incorrecto de análisis. Por eso, en este estudio se ha

empleadoun procedimientomatemáticode sustracciónde histogramas,aportado

por el programaLysys II, más exactoque el análisis convencional(cálculo de

poblacionescelularespositivasy negativasmediantela colocacióndecursores).

Sin embargo,a pesarde que el métodoutilizado se acercabastantea la

realidad, no se puede descartarque los pacientesen los que no se observó

expresiónde este antígenode superficie, no lo expresaranrealmente.Esto es

debido,comoya se ha explicado,a que la deteccióncorrectadel CD25 mediante

citometríade flujo, estálimitada por subajadensidadantigénica,esdecir, por la

presenciade un númerobajo de estasproteínas.Existen técnicasmás sensibles

(ensayode unión al R-1L2 de la IL-2 marcadacon el isótopo 3H) que llevan a

resultadosmás segurosy que deben ser empleadasen casos de aparente
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negatividadantigénicano esperada(Muraguchíy col., 1985; Yaguray col., 1990;

Burtony Ray, 1994).

El R-1L2 lo expresan,entreotros gruposcelulares,los linfocitos E activadoso

estimulados(Burtony Kay, 1994).En estesentido,el 76%de los pacientescon LLC-

13 de estaserie en los que se ha visto la expresióndel antígenocelular CD25,

podrían ser consideradascomo células activadas.Sin embargo,se sabeque el

antígenoCD25 no esun epítopefuncionalparala IL-2, por lo que la solapresencia
de la cadenaa del R-1L2 en las célulasno es suficienteparaque la 11-2 induzcaen

ellas unarespuestamitogénica.

Acción de la IL-2 recombinante y el PDB sobre la
proliferación celular

Se estudióla respuestaproliferativade los linfocitos E leucémicos,encultivo

de tres y siete días y a diferentes concentraciones(100.000 y 500.000

células/pocillo~>,frentea la IL-2 exógenaaisladay en combinaciónconel POE. Del

mismo modo que se encontróvariabilidad entre los pacientesen lo que hace

referenciaa la expresiónde la cadenaa del R-IL2, tambiénla hubo al analizarel

efectode la IL-2 sobrela proliferacióncelular. Estehallazgopuedeserreflejo de la

heterogeneidadfuncionalde los linfocitos 13 de la LLC-B (Karrayy col., 1987).

La 11-2, empleadatantode formaaisladacomoen asociacióncon el ésterdel

forbol, en los experimentosconduraciónde tresy desietedíasy ala concentración

de 100.000células/pocillo,no indujo la proliferaciónde los linfocitos B leucémicos.

For lo que hacereferenciaal experimentodiseñadocon la concentraciónde

500.000 células/pocilloy con una duraciónde siete días, la IL-2 utilizada de

maneraaisladaa la dosis de 100 U/mí, y en combinacióncon el POE a 10 U/mí,

tuvo un efectopositivo sobrela proliferacióncelular leucémica(p c 0.05).La falta

de respuestade los linfocitos B leucémicosa la 11-2, observadaen todos los casos

excepto en los últimos mencionados,podría ser explicada por anomalías

constitucionaleso funcionalesdel R-IL2 (internalización,fosforilización), o a la

alturadel segundomensajero.

La observaciónde que los indicesde proliferaciónfueran superioresen los

experimentosdiseñadoscon unaduraciónde sietedíasy unaconcentracióncelular
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de 500.000células/pocilloqueen los de tres días, no difiere de otrasaportaciones

(Karrayy col., 1987;Yaguray col,, 1990; Burkey col., 1993).No seha investigado

el porquéde estehallazgo,aunquepodríaestaren relacióncon la muertecelular

programadaquesufrenlos linfocitos E de la LLC-B cuandosemantienenen cultivo

(Collins y col., 1989),posiblementeenunaproporciónmayorque la experimentada

por la poblaciónde células1 presentesen esemismocultivo, queproliferaríanen

respuestaa la IL-2.

Se analizó si la expresióndel CD25 por las células 13 leucémicasse

relacionabaconla respuestaproliferativa a la IL-2, resultandoquela expresióndel

R-lL2 se asociabaa una proliferacióncelular superior a la obtenidacuandolas

muestrasde linfocitos B purificadosno expresabandicho receptor (p < 0.05>,

aunquesólo cuandoseempleóla IL-2 de formaaisladaen los cultivos desietedías,

con unaconcentraciónde 500.000células/pocillo.Estaconclusión,extraídadel

análisisdel conjuntode los pacientes,no obvia el que de forma individualizada

existieranenfermosque aunqueno expresarande forma constitutivael receptor

de la IL-2 proliferaranenpresenciade la IL-2 recombinantey viceversa,datosque

confirmanotros de recientepublicación(Tsilivakos y col., 1994).El valor de este

hallazgo,relativoal antígenoCD2S puedeserválido tambiénparalos receptoresde

alta afinidad de la IL-2, puesse ha demostradoque los linfocitos 13 de la LLC-13

presentanreceptoresde alta afinidad para la IL-2 independientementede su

respuestamitogénicaala citocina(Yaguray col., 1990).

En resumen,los resultadosde estetrabajoparecenindicar que existeuna

correlaciónentre la presenciade la cadenaa del R-1L2 y la proliferación celular

frentea la IL-2. Además,sesuponequeesteelevadoporcentajede expresióndel

receptorde la IL-2 en los linfocitos E leucémicosen la LLC-B juegaun papelen la

disfuncióndel sistemadecélulas1 y NK, a travésde la capacidadpotencialde sus

receptoressolublesde ligar la IL-2 circulante(Kay y col., 1988).En cualquiercaso,

la conjunciónde todos los datosy de otros ya existentesen la literatura (Burtony

Kay, 1994), sugieren que la IL-2 no es de forma consistenteun factor de

crecimientoin vitro paraestaneoplasiahematológica.

Por otro lado, el POR no estimuló, cuandoseempleóde forma aislada,la

proliferación celular leucémicaen ninguno de los tres tipos de experimentos

diseñados,aunque de forma individual sí hubo pacientescuyas células 13

respondierona la acción de dicho mitógeno. Este hallazgo está también en

consonanciacon los de otros grupos, que objetivan una hetogeneidaden la

respuestade los linfocitos B de la LLC-B al ésterdel forbol (Okanuray col., 1982).
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Acción de la IL-2 recombinante y el PDB sobre la
diferenciación celular

El análisisfuncional del R-1L2 secompletóconel estudiode la acciónde la

citocina sobre la diferenciación celular leucémica. La producción de

inmunoglobulinaspor la célula plasmáticarepresentael estadiofinal de la

maduracióndel linfocito 13 y la culminación de su función. La IL-2 exógena

-empleadade forma aisladay a la dosisde 100 U/mí-, no indujo la producciónde

inmunoglobulinaA ni G porpartedel linfocito 13 leucémico,al contrariode lo que

ocurrió con la inmunoglobulinade claseM, queaumentó(p < 0.05), aunquede

forma heterogénea,cuandose añadió al medio de cultivo la IL-2 a la dosis

mencionada.Sin embargo,no se objetivó que la IL-2 indujera cambiosen el

fenotipode las células13 leucémicastras sietedíasde cultivo, hechoquepodríaser

debidoal escasonúmerode célulasque habríanexperimentadodiferenciaciónen

presenciade la IL-2 exógena.

Los resultadosobtenidosestánde acuerdocon los publicadospor otros

gruposde trabajo (Foljak y col., 1993). Es un hechoconocidoque existe una

secreciónespontáneade IgM por partede los linfocitos 13 de la LLC-13 y que el

estímuloen la producciónde dichainmunoglobulinapor la 11-2 se producede

forma heterogéneaen estosenfermos.Además,y a diferenciade lo que seobserva

enpersonassanas,la adiciónal medio de cultivo de estainterleucinano inducela

produccióndeIgG, y la secreciónde IgM por partede los linfocitos 13 de la LLC-13 es

inferior a la detectadaen el grupode individuos sanos(Foljak y col., 1993).Estas

observacioneshablaríantambiéna favor de un diferente grado de incapacidad

funcionalde las célulasB leucémicas.

De igual formaa lo observadoparala 11-2, elésterdel forbol empleado(PDB)

indujo la producciónde IgM (p < 0.05) pero no de IgA ni de lgG. Tampoco se

evidenciócambioen el fenotipode las célulasleucémicastras sietedíasde cultivo

enpresenciadeFDB. En el casodeambosmitógenos(IL-2 y FD13) no seanalizósi la

inmunoglobulinadetectadaeramonoclonal.Esteestudioha sido ya realizadopor

otros autores,que han demostradola monoclonalidadde las inmunoglobulinas

secretadaspor las célulasleucémicasde la LLC-B encultivo (detecciónde la cadena

ligera lambdao kappadedichalg), haciendonotarademásquela produccióndela

Ig monoclonalpor las célulasleucémicaspuedevenir ocultapor la producciónde
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otrasIg por unapequeñaproporciónde célulasE no neoplásicaspresentesen los

cultivos (Poljaky col., 1993;VanKooteny col., i993a).Comoya sehamencionado,

ninguna de las muestrasincluidas en el estudio procedíade pacientescon

paraproteinemiamonoclonal.

Se ha demostradoque el ésterdel forbol ‘1 2-O-tetradecanoyl-phorbol-13-

acetate”, induce la aparición de un 90 a un 100% de células de aspecto

linfoblastoidey plasmocitoidedespuésde cuatrodíasdecultivo de las células13 de

la LIC-E. Además,bajo su influencia, alrededordel 50% al 90% de las células

leucémicas de la LLC-B expresancon el tiempo cantidadescrecientes de

inmunoglobulina intracitoplasmática,observándoseal mismo tiempo una

disminuciónen la densidadde la inmunoglobulinade superficiemonoclonaly de la

síntesisde ADN (Tóttermany col, 1980; Okamuray col., 1982). De igual forma, el

‘12-mirystate-phorbol-13-acetate’inducela diferenciacióncelularen la LIC-E (Van

Kooten y col., i993a). Además,hay autoresquecomentanque la capacidadque

tienen las células B leucémicasde diferenciarseen respuestaa las señalesvía

segundomensajeroestáintacta(Drexiery col, 1987).

Pudieraocurrir queexistieranestadiosdiversosdeparadaen el procesode

diferenciacióndentrodel mismoclon expandidodecélulasE de la LLC-13. El clonde
linfocitos 13 CD5 (+) podríaserunapoblaciónacumuladade células13 detenidasen

vanosestadiosmadurativosa lo largo de su camino de diferenciación,debidoa

factoresinsuficientesimplicados en dicho proceso,más que representaruna

neoplasiatípica.

Análisis de la expresión del receptor de la IL-6 en la
superficie del linfocito B de la LLC-B

En las veintiocho muestrasincluidasen el análisisseobservóla expresión

constitutivadel receptorde la IL-6 en la membranadesuperficieenel 91.2%±4.9

de los linfocitos E leucémicos(85% - 100%), cuandose llevó a cabo la técnicade

inmunofluorescenciadirecta,con la propiacitocinausadacomoligandoen unióna

la ficoeritrmna. La intensidadde fluorescenciade esteantígenode superficie fue

inferior al obtenidocon los antígenosquedefinenla poblaciónleucémica(0)19,

CD5, HIA DR e inclusoel CD2O), pero similar al CD25. Esto essigno indirectode la

baja densidadde este antígenoen la superficie del linfocito 13. El resultado
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obtenidomedianteel programade análisis‘Painta gate” del citómetrode flujo fue

superponible(al igual que se objetivó con el estudiodel antígenoCD25) al del

programa Lysys 11’, utilizando al mismo tiempo la operaciónaritméticade la

sustraccióndehistogramasfacilitadapordichoprograma.

La no comprobaciónde la unión específicade la IL-6 al receptorde dicha

citocinaen la membranadel linfocito 13 leucémicomediantela preincubaciónde

dichascélulascon un excesode IL-6, se suplió con el desarrollode una técnica

indirecta de inmunofluorescenciay la utilización de un anticuerpoespecífico

frente a dicho antígenode membrana.Cuando se analizaronlos resultados

obtenidoscon estemétodo,se observóuna menor expresióndel R-1L6 por los

linfocitos E de lasmuestraspurificadasde LLC-13 (52.5%±16.7;rango: 20% - 85%)

respectoa los resultadosobtenidoscon la técnicade inmunofluorescenciadirecta.

Estehallazgoconfirmalos de otraspublicacionesquedemuestranque el empleodel

anticuerpoespecíficofrente al antígeno(R-1L6) constituye una técnicamenos

sensibleque la que utiliza el propio ligando (Aguilar-Santelisesy col., 1993).

La interleucina6 realizasu accióna travésde un receptorde membranay

debidoal pleiotropismode estainterleucina,se puedenencontrarreceptoresde
estainterleucinaenvariaslíneascelulares(Tagay Kishimoto, 1992a).En relacióna

la estirpecelular 13, el R-1L6 no se expresaen linfocitos 13 no activadosy sí en

linfocitos E activados (Taga y Kishimoto, 1992a>. Según esta aseveración,

repetidamentecontrastada<Tagay col., 1987; Conlie F, 1989; Munck-FetersenO,

1990; Gearing19. P., 1992; Wognumy col., 1993),los datosobtenidosenestaserie

de pacientesde LLC-E indicaríanque los linfocitos de estosenfermosmuestran

característicasde células activadas.Esta observaciónse une al hallazgode la

expresióndel receptorde la 11-2 en estasmismascélulas.La presenciade células

activadas,comosededucede ladetecciónde los antigenosdeactivaciónCD25 y R-

1L6, no implica queseproduzcade formaconsecutivala proliferacióncelular(Engel

y col., 1989).

La observaciónde que los linfocitos E leucémicosexpresanel R-1L6, como

indicadordeactivacióncelular(Tagay Kishimoto, 1992a),estáenconsonanciacon

otras publicacionessobreantígenosde membranao propiedadesde estascélulas,

que llevan a sugerirque realmentesoncélulasactivadasde forma basal.En este

sentido,tambiénseconocela capacidadde los linfocitos 13 de la LIC-E de producir
TNFa(Morabitoy col., 1993)e IL-8 (Di Celle y col., 1994)enausenciademitógenos,

y lapresenciaenestascélulasde receptoresdealtaafinidadparael TNFa(Nilssony

col., 1992; Waagey col., 1992; Trentiny col., 1993; Trentiny col., 1994)y el IFNy
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(Dadmarzy Cawley, 1988) de forma constitutiva. Sin embargo,no todas las

muestrasde los pacientesque expresaronel receptorde membranade la IL-6

presentaronla cadenaalfa del R-1L2, siendo ambos como son antígenosde

activación,aunquehayque tenerencuentalas limitacionesdel estudiocitométrico

ya comentadas.

La demostraciónde la expresiónconstitutivadel receptorde la IL-6 en los

linfocitos 13 leucémicoscontradicelos hallazgosnegativosenestecampopublicados

previamente(Perri, 1986; Nilsson y col., 1992; Aguilar-Santelisesy col., 1993),

pero confirma el resultadoobtenidopor otros gruposde trabajo,que objetivanla

expresióndel receptorde estacitocinaaunquede forma poco intensa(Lavabre-

Bertrandy col., 1992),o biendemuestranla expresióndel ARNm del receptorde la
IL-6 en los pacientesconLIC-E (Flatey col., i993b).

El análisis de la expresióndel R-1L6 en los pacientesdistribuidossegúnel

sistemade estadiajede Rai, demostróqueaquellasmuestrasde enfermosincluidos

enel grupode riesgobajo (estadio0) expresabanel receptorde membranade la IL-

6 en un porcentajemayorque las pertenecientesal grupo de riesgo intermedio

(estadios1 y II) (p < 0.05).El significadodeestehallazgo,no descritopreviamente,

sediscutemásadelante.

Una vez conocidala presenciadel receptorde la IL-6 en la membranade

superficiedel linfocito 13 de la LLC-13, seplanteóla acciónejercidapor la IL-6 sobre

esascélulas, es decir, sobre la inducción o regulaciónde la proliferación y

diferenciaciónde las células 13 leucémicas,y su relación con el desarrollode

fenómenosautoinmunes.

Efecto de la IL-6 exógena, y de un anticuerpo específico
frente a la IL-6 sobre la proliferaclón celular en la LLC-B

La IL-6 no estimulani inhibe la proliferación de las células E normales,a
diferenciade suacciónpositivasobrelos linfocitos T (Tagay Kishimoto, 1992a).

En esteestudiose analizóla accióndesarrolladapor la IL-6 recombinante,

con un rango de dosis comprendidoentre 20 ng/ml y 0.625 pg/ml, sobre las

células E de la LLC-B en cultivo de tres y siete días de duración y a una
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concentraciónde 100.000y 500.000células/pocillo.La 11-6, al emplearlade forma

aisladaen las distintas condicionesde cultivo, no indujo la proliferaciónde los

linfocitos 13 de la LLC-13 en ningúncaso.Además,paralas dieciséisdosisde IL-6

empleadas,los índicesde proliferaciónfueron inferioresa 1.03 en los tres tipos de

experimentosrealizados.

Se observóuna inhibición de la proliferacióninferior al 50% (esdecir, con

índices de proliferación comprendidosentre 0.50 y 1.00) cuandose realizó el

experimentocon una duración de tres y siete días con una concentraciónde

100.000células/pocillo.Por el contrario, cuandose llevaron a cabo los cultivos

durantesietedías con una concentracióncelular de 500.000células/pocillo,se

produjo una inhibición de la proliferación celular superior al 50% (índicesde

proliferacióninferior a 0.50> al emplearlas cuatrodosismásaltasde IL-6 exógena

(20ng/mí, 10 ng/mI, 5 ng/ml y 2.5 ng/mí> e inferior al 50%enel restode lasdosis

(p <0.05).

La ausenciade proliferación celular producida con la IL-6 se objetivó

tambiénal analizarlos resultadosobtenidosal estudiarla morfologíade los ciclos

celularesdecélulas13 leucémicasencultivo condichacitocina.La faseG2/M y 5 en

conjunto no superabanel 5.5% de las células viables en los seis pacientes

analizados,tanto con la dosisde IL-6 de 20 ng/mi comoconla de 10 y 1 ng/mí, y

tanto a los trescomoa los sietedíasdecultivo.

Por lo tanto, la IL-6 se comportade forma semejantea como lo haceen

linfocitos E de personassanas,ya que no induce la proliferacióncelular. Sin

embargo,a diferenciade lo queocurreen lascélulasE normales,los linfocitos E de

la LLC-E respondena la IL-6 inhibiendosuproliferación,enun porcentajesuperior

al 50% cuandose utilizan las dosisde citocina exógenaya mencionadas.Este

hallazgoestáde acuerdocon el encontrado,aunquede forma máslimitada, por

Aderka y col., 1993, e iría en contrade otras publicaciones,en las cualesno se

observóningún efectode la IL-6 sobrela proliferacióncelularleucémica(Caligaris-

Cappioy col., 1989; Carlssony col., 1989; Digel y col., 1991; Van Kooten y cok,

1992; Jewell y col., 1993).

Al utilizar la IL-6 recombinanteencombinaciónconel FDB no seobjetivó un

efectonítido sobrela proliferación,pueslos índicesno fueroninferioresa 0.50, ni
superioresa 2.00 en ningunode los experimentosanalizados.Sí seobservóque

con el usode ambosmitógenosseconseguíaníndicesde proliferaciónsuperiores

que conel empleode la IL-6 aislada,diferencia significativa(p < 0.05) conalguna
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de las dosisutilizadas; 2.5 ng/ml y a partir de la dosis de 312 pg/ml hastala

última de 0.625 pg/ml (cultivo de tres días); 5 ng/ml (cultivo de sietedías a una

concentraciónde 100.000células/pocillo);2.5 ng/mí, 312 pg/ml, 156 pg/ml y

0.625 pg/ml (cultivo desietedíasa unaconcentraciónde500.000células/pocillo).

Por lo tanto, el ésterdel forbol añadidoal cultivo contrarrestaríaparcialmenteel

efecto inhibidor de la 11-6 sobrela proliferacióncelularleucémica.

La combinaciónde la IL-6 y del activadorpoliclonal de linfocitos E SAO2,

tampocoestimuló ni inhibió la proliferacióncelular,salvo cuandose emplearon

ambosenasociaciónconel ésterdel forbol. Entonces,y con lasdosisde 625 pg/ml

(n.s.), 156 pg/ml (n.s.), 39 pg/ml (n.s.) y 0.625 pg/ml <p < 0.05), se objetivó

estimulo de la proliferación de los linfocitos 13 leucémicos.No hubo diferencia

significativa cuandose empleó la 11-6 de forma aisladao en combinacióncon el

SAO2, por lo que en este trabajo el SAO2 no demostró actividad sobre la

proliferacióncelular leucémicacuandose añadióal medio de cultivo al mismo

tiempo que la IL-6, resultadoenconcordanciaconlo ya publicado(Laguna,1983).

Estaespuesunadiferenciaesencialdecomportamientodel SAO2 conrelacióna los

linfocitos 13 dc personassanas,sobrelos cualesejerce una acción mitogénica

positiva (Romagnaniy col., 1978).

La inhibicióndel crecimientode los linfocitos 13 leucémicosde la LLC-13 por la

¡1-6 llamala atención,puestoquedichacitocinaestáconsideradacomoun factor

estimuladordel crecimientopara las neoplasiasde célulasE, como el mieloma

múltiple y algunoslinfomas (Kawanoy col., 1988; Bataille y col., 1989; Kishimoto,

1989; Zhangy col., 1989; Kyle 1994; DuVillard y col., 1995).Sin embargo,la 11-6

no tiene siempre un efecto estimuladorde la proliferación celular, sino que

tambiénsehademostradoqueestacitocinaactúacomoun factorconcapacidadde

inhibir el crecimientoe inducir la diferenciacióndecélulasleucémicasde estirpe

mieloide y de inhibir la proliferaciónde célulasdel carcinomade mama(Hirano,

1992; Alcira y col., 19931.

Las células13 de la LLC-13 proliferan de formaespontáneacuandosecultivan

en medio desprovistode mitógenos(Moore y col., 1993; Fluckiger y col., 1994;

Lagneauxy col., 1994).Con la finalidad decomprobarsi la posibleIL-6, producida

y secretadapor los linfocitos E leucémicos,interveníade algúnmodo sobreesta

respuestaproliferativa, serealizaronexperimentosen los queseañadióal medio

de cultivo un anticuerpoespecíficofrentea la 11-6 (Anti-1L6) en diferentesdosis

(en un rango comprendido entre 25 ¡.ig/ml y 0.5 ng/mí). La proliferación

espontáneadetectadaen los cultivos de linfocitos 13 leucémicospurificados
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aumentóal añadir al medio de cultivo dicho anticuerpoen todas las dosis

utilizadas,tantosi seadicionabade forma aisladacomosi seasociabacon el FIJE.

Además,estarespuestaseproducíacuandoel experimentoteníaunaduraciónde

tres (100.000célulaspor pocillo) y de sietedías (500.000célulaspor pocillo),

siendomás significativo en el segundode ellos y cuandolas dosisde Anti-1L6

utilizadaserancercanasa 25 ig/ml (rango comprendidoentre 25 gg/ml y 750

ng/mí; p < 0.05).

Este hallazgo lleva a pensarque la IL-6 producidade forma endógenay

secretadaal medio, inhibiría la incorporaciónde timidina tritiadapor las célulasE

en cultivo, es decir, inhibiría la síntesisde novo de ADN, y que estainhibición

seriaunaacciónespecíficade estacitocinapuestoque revertíaal añadiral medio

un anticuerpomonoclonalfrentea la IL-6.

Sin embargo,los datosobjetivadosenpublicacionespreviassugierenque en

la proliferaciónespontáneadelos linfocitos 13 de la LLO-13, intervienenotros factores

ademásde la IL-6 endógena.Así, se ha visto que la IL-4 inhibe la proliferación
celular inducida por TNFa, y que esta respuestarevierte de forma específica

medianteel empleodeun anticuerpomonoclonalfrentea la ¡1-4 (VanKooten y col.,

1993W.Este mismo grupode trabajodemuestraque la inhibición por la IL-6 del

estímuloproliferativodel TNFa revierte,tambiénespecíficamente,con la adiciónal

medio un anticuerpofrente la IL-6 en una dosisde 10 .±g/ml.Además,objetivan

que la inhibición producidapor la 11-6 sobrela proliferacióncelularleucémicaes
dosisdependiente,con un efectomáximode 400 pg/ml (VanKooteny col., l993b).

Esta relación dosis/respuestaproliferativa no ha sido encontradaen nuestro

estudioconel empleode la IL-6, tantode formaaisladacomoencombinaciónconel

PDE, y tampococon el empleodel Anti-1L6 en las mismascircunstancias,excepto

con el rangode dosis comprendidasentre25 j.tg/ml y 750 ng/ml con respectoal

restode las dosisdeeseanticuerpoadicionadas(p <0.05).

Efecto de la IL-6 exógena sobre la diferenciación celular

La acción de la IL-6 sobrelas células E de personassanasestimuladascon
SAO esla de inducir la producciónde inmunoglobulinas,esdecir, la inducción de
sudiferenciación(Taga y Kishimoto, 1992a).
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A diferenciade la acciónde la IL-6 sobrelas células 13 normales,estacitocina
no induce la diferenciaciónde los linfocitos E de la LLC-E, comosededucede los

experimentosrealizados,si bien las células leucémicasno fueron activadas

previamentecon SAC2. No seobservóproducciónde IgA ni de IgG, y la producción

de IgM con las diferentesdosisde IL-6 exógenautilizadasfue muy discreta(n.s.).

Además,no seobservócambioen el fenotipode los linfocitos 13 cultivadosdurante

sietedías en presenciade esacitocina. Este hallazgo está de acuerdocon las

observacionesrealizadaspor otros autores(Caligaris-Cappioy col., 1989; Carlsson

y col., 1989; Fluckigery col., 1992; Nilssony col., 1992; Aderka y col., 1993; Van

Kooteny col.,
1993b).

La IL-6 realizasu acción a travésde un receptorde membrana.Todos los

pacientesde estaserie,en los que se ha estudiadola expresióndel R-1L6 en el

linfocito B de la LLC-B, lo presentanen su membrana.Sin embargo,y a pesarde

ello, la IL-6 no realizala acciónesperadasobreestascélulas,es decir,no inducela

producciónde inmunoglobulinas-como ocurre en los linfocitos 13 normales

activados-,ni estimulala proliferacióncelular leucémicacon ningunade las dosis

de IL-6 recombinanteempleadas-como sí ocurre en las célulasde determinadas

líneasde mieloma múltiple (Kawanoy col., 1988)-. De manerasemejantea cuando

sehadescritolapresenciadel antígenoCD25 en la poblacióncelularleucémica,nos

encontramoscon que la expresióndel R-1L6 en la membranade superficiede

dichascélulasno va seguidade unaacciónpropia de la IL-6, si exceptuamoslos

casosya mencionadosde inhibición de la proliferación celular. Quizás el fallo

puedaestarnuevamenteen un defectoestructuralo funcionaldel receptorde la IL-

6, o biena la altura del segundomensajero,o serconsecuenciade lascaracterísticas

de la subpoblacióndecélulasE leucémicas.

For lo que hacereferenciaal empleode formaconjuntade la IL-6 (en las

dieciséisdosisutilizadas)y del ésterdel forbol, se objetivó una producciónde

inmunoglobulinade la claseM (p < 0.05) sin diferenciassignificativasentrelas

diferentesdosisde IL-6 adicionada,de dondese extrae la conclusiónde que fue

nuevamenteel estímulodel PIJEel quehizo quelascélulasE leucémicasprodujeran

IgM. La asociaciónde ambosmitógenosno consiguióla producciónde IgA ni de

IgG, comoya sehabíaobservadoal emplearel PDE deforma aislada.Tampocoen

estosexperimentossecomprobóquela inmunoglobulinaproduciday secretadapor

las células 13 leucémicasfuera monoclonal,como si confirman otros grupos de

trabajo(Foljak y col., 1993).
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Estudio de la presencia en el suero de los pacientes de la
IL-6 y del receptor soluble de la IL-6

Los nivelesséricosde IL-6 en todaslas muestrasanalizadasestuvieronpor
debajodel límite inferior de detecciónde la técnica de ELISA empleada(< 0.70

pg/ml). Este resultado coincide con los obtenidosporotros grupos,que tampoco

encontraronnivelesséricoselevadosde la citocina(Aguilar-Santelisesy col., 1992;

Aguilar-Santelisesy col., 1993; Carrióny col., 1995), o que compruebanque no

existediferenciaen la IL-6 séricadetectadaentrepersonassanasy enfermoscon

LLO-13 (Fettersony col., 1992).

Sin embargo,Aderka y col., 1993, encontraronniveles séricos de IL-6

detectables,quedisminuíanen relacióninversaa los estadiosde la clasificaciónde

Rai, lo que sugiereque los estadiosavanzadosde la LLO-B puedenir asociadoscon

unaproducciónmenorde IL-6, dato queseriacompatibleconel papelinhibitorio

de esta citocina en la LLC-13. Si se analizancon detenimientolos resultados

publicadosporestegrupode trabajo seobservaquedetectanla IL-6 enel 39%de

las muestrasde suerode las personassanasanalizadas,y queademásla presencia

de esacitocinaenel suerode los pacientescon LLC-E seobservaen el 54% de las

muestrasen estadio0, disminuyendoprogresivamentehastael 20% en los

enfermosenestadioIV de la clasificaciónde Ral. Por otra parte,no sedescribeen

dicha publicación si los valores encontradosdiferían entre ambos grupos

(pacientesy controles) o si existía diferenciasignificativa entre los pacientes

incluidos en los diferentesestadiosde la clasificaciónde Rai. El no encontraren

nuestraserieresultadospositivos impide la valoraciónsobrela distribuciónde las

muestrasde LLC-B segúnel sistemadeestadiajede Rai.

La no detecciónde la IL-6 en el suerode los pacientescon LLC-13 enestaserie

puededebersea la diferentesensibilidadde la técnicade ELISA empleada,o bien a

unapoblaciónde enfermosdistinta.Además,seha observadoqueduranteel día

existenvariacionessignificativasen los nivelesséricosde dichacitocina(Ohtani y

col., 1995>.

Se detectóla presenciadel receptorsoluble de la IL-6 en el suerode los

pacientes(144.6 ng/ml ± 20.3; rango: 77-178).A pesarde que esta serie no

incluye controles,estosvaloresfueronen todoslos casossuperioresa los esperados
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parapersonassanas(rango: 13.5 - 45.9). Estos hallazgosconfirman los de otros

autores(Aderka y col., 1993), quienesademáscompruebanque dichos niveles

eran superiores,de forma estadísticamentesignificativa, a los objetivadosen

personassanas.

También se analizó si existía relación entre el grupo de riesgo de los

enfermosconLLC-13 y la concentraciónséricadel receptorsolublede la IL-6. Así, los

nivelesséricosfueronsuperioresen el grupode riesgointermedio<estadios1 y 11)

que en el grupode riesgo bajo (estadio0) de la clasificaciónde Rai, no siendo

posiblevalorar los resultadosde los pacientesincluidosen el grupode riesgoalto

(estadiosIII y IV) por el escasonúmerode éstosen la serie.Sin embargo,estos

resultadosno fueron estadísticamentesignificativos,diferenciaque sí seencuentra

publicadaenotrasseriesentrelasmuestrascorrespondientesa los pacientesen los

estadios0, 1 y 11 conrespectoa los incluidos enel estadio1V de la clasificaciónde

Rai (p <0.05) (Aderkay col., 1993).El incrementodel receptorsolublede la IL-6 en

estadiosavanzadosde la LLC-B respectoa los estadiosprecoces,podríareflejar su

liberaciónaumentadapor los linfocitos E leucémicos.

Lo mencionadosobreel receptorsoluble de la IL-6 y de la propiacitocinaen

suero,estádeacuerdodeformaindirecta,conel hallazgoenestetrabajodequelos

pacientesde LLC-13 enestadio0 expresabanel receptorde membranade la IL-6 en

mayorproporciónqueaquellosincluidosen los estadios1 y II de la clasificaciónde

Rai (p < 0.05). Así, estosresultadosindican que los enfermospertenecientesal

grupo de riesgo bajo (estadio0), tendríanuna mayorexpresióndel receptorde

membranade la IL-6 junto connivelesséricosmásbajosdel receptorsoluble,y una

producciónmayorde la 11-6 porpartede los linfocitos E leucémicosenesteestadio;

los hallazgosanterioresserelacionaríanconel mayorefecto inhibitorio de la IL-6

enestadiosprecoces.En nuestraserie no seencontrarondiferenciassignificativas

en la acciónde inhibición de la IL-6 segúnla distribución de los pacientespor

estadios,aunque la proliferación espontáneafue inferior en las muestras

procedentesde los enfermosen el grupo de riesgo bajo que en los de riesgo

intermedio (757 ±452 cpm frente a 1628 ± 1793 cpm) (n.s.), trassietedías en

cultivo con unaconcentraciónde 500.000células/pocillo.
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Producción y secreción de la IL-6 y del receptor soluble de
la IL-6 por las células B de la LLC-B en cultivo

Se analizó la producción de la IL-6 por los linfocitos 13 leucémicosen los

sobrenadantesde lascélulasencultivo, tras uno, tres,cincoy siete días;en los dos

primeroscasos,ademásdel cultivo ensituaciónbasal,lascélulassemantuvieronen

contactocon un ésterde forbol <FIJE). Se detectóla presenciade la IL-6 en los

sobrenadantesanalizados,observándosela producciónmáxima en el día tresde

cultivo en contactocon el FD13 (174.3 ± 172.0; rango: 0.7 - 625 pg/ml), que

disminuyóprogresivamenteen eldía cincoy sietepor debajode la cifra detectada

tras 24 horasde cultivo en situación basal. Estos resultadoscontradicenlos

publicadosen 1987 porUggla y col., queno objetivanproducciónde IL-6 porparte

de los linfocitos 13 leucémicos,peroestánde acuerdocon los hallazgoscomunicados

recientemente(Biondí y col., 1989; Eurke y col., 1993; Reittie y Hoffbrand, 1994;

Carrión y col., 1995). La observaciónde que estascélulas 13 producenIL-6 en

presenciade un ésterdel forbol estáen contradiccióncon lo publicadopor otro

grupo de trabajo, que demuestraque la secreciónde IL-6 es inhibida por

activadoresde la proteínaquinasaO (Carrióny col., 1995>.

De nuevo se analizó si existía relación entreel grupo de riesgo de los

enfermoscon la LLO-13 y la cantidadde IL-6 producidapor las células13 leucémicas.

En todoslos pacientessedetectóla presenciade la IL-6 en los sobrenadantesde los

cultivos. Sin embargo,las diferencias observadasentre los estadios de la

clasificación de Rai no fueron en ningún caso significativas (n.s.). Aguilar-

Santelisesy col., 1993, objetivanmayorproducciónde IL-6 por las célulasde los

pacientesenel estadioO de la clasificacióndeRai.

Lahaty col., 1991, observaronque existiarelaciónentrela produccióndeIL-

6 por parte de los linfocitos 13 leucémicosy el desarrollode fenómenosde

autoinmunidad(anemiahemolíticacon pruebade Coombsdirecto positiva) por

parte de los pacientescon LIO-13. De este trabajo no se pudieron extraer

conclusionesen torno a esta afirmación, puestoque de los treinta y nueve

pacientesde la serie, sólo uno presentófenómenosautoinmunes(pruebade

Ooombsdirecto positiva). En los sobrenadantesde esteenfermosedetectóIL-6 en

un rango comprendido entre 0.7 pg/ml y 46 pg/ml, inferior a otros muchos

pacientesde la serie.
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La cantidaddereceptorsolublede la IL-6 detectadaen los sobrenadantesde

las célulasE encultivo tras uno, tres,cincoy sietedíasen cultivo ensituaciónbasal

fue menor de 3.5 pg/ml (limite inferior de la técnicade ELISA empleada).Este

hallazgopodríaestaren consonanciacon el alto porcentajede expresióndelR-1L6

observadaen la membranadesuperficiede los linfocitos 13 de laLIC-E en cultivo en

situaciónbasal.

Expresión del R-1L6 y de los antígenos de activación
(CD2S) y de proliferación (CD71) en las células B en cultivo

El porcentajede expresiónde la cadenaalfa del receptorde la IL-2 en los
linfocitos E leucémicosno varió a lo largo de los sietedías de cultivo, tanto en
situación basal (sin contactocon mitógenos) como en presenciadel SAO2. El

resultadoobtenido fue semejanteenel análisis realizadoconel programa“Paint a

gate que conel Lysys II’, utilizando la operación matemáticade la sustracciónde

histogramas, (debido a la baja densidadantigénicaen la membranacelular). La

ventajaque proporciona el primerode los programasmencionadoses que permite
comprobarla expresiónde los tres antígenosestudiadosen cada población,

definiendoel porcentajede triple positividad.

La intensidad de fluorescenciadel 0D25 en los linfocitos B en cultivo en
situaciónbasalduranteuno, tres, cincoy sietedíasaumentóenrelaciónal díacero;

a su vez, estaintensidadfue superiorcuandolas célulasse cultivaronenpresencia

de SAO2• Este hallazgo podría indicar que la expresiónde este antígenode

activaciónesmayor traspermanecerlos linfocitos 13 en cultivo con relaciónal día
cero,másaúnencontactoconel SAC2. Sin embargo,las cifrasde la intensidadde

fluorescenciapara los controles isotipo empleadosal mismo tiempo, también

aumentaronen relación al día cero de cultivo y este incrementofue mayor en
presenciadel mitógenoSAO2. Este resultadosugierequela expresiónde la cadena

a delreceptorde la IL-2 no varíasignificativamentea lo largode los díasdecultivo,

tanto en ausenciacomoenpresenciadel SAC2. Estehallazgoestáen consonancia

conquelascélulas13 de la LLC-13 soncélulasbasalmenteactivadas(conexpresiónde
la cadenaa del receptor de la IL-2), y que por lo tanto no precisan del activador

policlonal de los linfocitos 13 SAC2 paraconseguireseestadode activación.
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Resultadosparalelosse observaronal analizarla expresióndel R-1L6, ya

presentebasalmenteen el día cero,en las mismascélulasleucémicasmantenidas

en cultivo duranteuno, tres, cinco y sietedías, tanto en situaciónbasalcomo en
contactocon el SAC2. Por las mismasrazonesque las expuestascon el antígeno

01925,se trataríade linfocitos activadosde forma constitutiva,con un efectonulo

del activadorSAO2 sobrelos mismos.

Los linfocitos E de las muestrasde LLO-13 no expresaronel antígenode

proliferación 0D71 el día cero,esdecir, trasobtenciónde las CMSP. Tampocose

demostróque aumentarael valor de la intensidadde fluorescenciadel 01971

cuandolas célulaspermanecieronenel mediode cultivo duranteuno, tres,cincoy

sietedías en ausenciade cualquiermitógeno.Es decir, los linfocitos 13 leucémicos

no expresarondicho antígenodeproliferaciónen esascondicionesde cultivo. Este

resultadoestáenconsonanciaconlos demáshallazgosya comentados:escasogrado

de proliferación espontáneade los linfocitos 13 leucémicosdeterminadapor la

incorporaciónde
3H al ADN sintetizadodenovo y estudiodel ciclo celularconfase

G
2/M y 5 inferior al 5%.

Por el contrario,la intensidadde fluorescenciadel CD71 sí aumentócuando
lascélulasE leucémicassemantuvieronencontactoconel SACZ durantelos mismos

díasdel experimento,aunqueigualmentelos resultadosfueron acompañadosde

unas desviacionestípicas muy elevadasy de unos valoresde la intensidadde

fluorescenciaen los controlesisotipo tambiénaltos. Por tanto, esteaumentode la

intensidadde fluorescenciadel 01971 posiblementeno refleja un aumentode

expresiónantigénica, ya que los índices de proliferación obtenidosen los

experimentosde incorporaciónde
3H al ADN no demuestranqueel SAO

2 tengaun

efectoclaro sobrela proliferacióncelularleucémica.

Efecto de la IL-6 sobre la apoptosis de los linfocitos B de la
LLC-B

Los valores de los índices de proliferación obtenidos, traducen la

incorporaciónde timidina tritiada al ADN que sesintetiza de novo, esdecir, el

porcentajede síntesisde ADN en los cultivos de LLC-13. Esto no es sinónimode

división celular, y por tanto de un aumentoenel númerode célulasen los cultivos
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(Drexler, 1989).Además,la adiciónde la 11-6 como mitógenoal medio de cultivo

puedeprovocarque la incorporaciónde timidina tritiada se produzcaen una

mínima fracción de las células y que no vaya seguidade un incremento

significativo enel númerocelular (Burke y col., 1993). For otraparte,el resultado

final de los índices de proliferación puede venir dado no sólo por el grado de

incorporaciónde la timidina tritiadaal ADN sintetizado,o inclusopor el aumento

del númerode célulasen cultivo, sino tambiénporqueel efecto de la citocina

estudiadaprovoqueun aumentoo bien unadisminuciónde la viabilidad celular,

porvariaciónen la supervivenciade lascélulasestudiadasenel cultivo. Es decir,en

el casode los linfocitos 13 de la LLC-13, el resultadofinal puedevenir dado por la

influenciadeun mitógenodeterminadosobrela apoptosiscelularo muertecelular

programada.En definitiva, el desarrolloy mantenimientode una línea celular

vienedado por una serie de procesosde regulaciónque incluyen la proliferación,

diferenciacióny muertecelularprogramada.

Un porcentajeimportantede linfocitos E de la LLC-13 extraídosde la sangre

periférica, dejande expresarla proteínabcl-2 y muerende forma espontánea

cuandose cultivan in vitro (Oollins y col., 1989). Estaproporciónde célulases

aproximadamentedel 20%al 37% despuésde treintahorasde cultivo en situación

basaly alcanzael 90% a 100% tras diez días (Collins y col., 1989; Fanayiotidisy

col., 1994b).Estascifras estánendiscordanciacon lo observadoconpoblacionesde

linfocitos T y E de personassanas,en los que el porcentajede célulasmuertaspor

apoptosisen las mismascondicionesy tiempo de cultivo fue del 5%; estehecho

sugiereque la apoptosisque tiene lugar en los linfocitos 13 de la LLC-13 en cultivo

puedevenir desencadenadapor la ausenciade uno o varios factoresinductoresde

la supervivencialii vivo. Además,inclusoen poblacionescelularesque se dividen

activamente,la apoptosisno ocurre hastamás allá de 96 horas (Collins y col.,

1989).Sin embargo,no todos los pacientescon LLC-13 secomportanasí,habiéndose

observadounavez másunaheterogeneidadentrelos enfermosen lo referentea la

aparición de la apoptosisespontánea(Fanayiotidis y col., 1994b).Así, se ha

objetivadola existenciade linfocitos E de pacientescon LLC-B resistentesa la

apoptosis,cuya supervivenciaen cultivo sólo era superiora las cinco semanas,

independientementedel estadiode la clasificaciónde Rai al que pertenecían

(Panayiotidisy col., l994b). Esta heterogeneidadobservadapodría estar en

relacióncon unavariabilidad en la expresiónde receptorescon afinidad para

diferentesfactoressolubleso citocinaspresentesenel medio. La apoptosises una

clasemuy selectivade delecióncelular, de forma queéstascélulasseencuentran

adyacentesa otrascélulasvecinasno afectadaspor eseprocesode muertecelular.

No sehademostradoquela densidadcelularencultivo influya en lamuertecelular
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programada,y ademásel análisismásallá de las treintahorasde cultivo esdifícil,

porque la degeneraciónsecundariade los cuerposapoptóticoshacedifícil su

diferenciaciónde lascélulasmuertas<Oollins y col., 1989>.

En esteproyectono seha valoradola acciónde las citocinasy mitógenos

empleados(IL-2, 11-6, PDB, FHA) sobrela apoptosisde las célulasB leucémicas.La

apoptosises un procesode deleción celular que tiene lugar en respuestaa

diferentesestímulosfisiológicos. La activaciónde endonucleasasendógenases el

marcadorbioquímico característicode la apoptosis, lo que puede precipitar

directamentela muertecelular.La apoptosiscomprendegranpartede la muerte

celularnatural ¡u vivo. Estaapreciaciónlleva a sugerirque la supresióno fallo de

algúncomponenteesencialde esteprocesopodríacontribuir a la aparicióndel

cáncer.Segúnestudiosya publicados,se puedeextraerla conclusióngeneralde

que los agentesque puedenactivar un tipo particularde célulapuedentambién

bloquearla apoptosisde esa misma estirpe celular. En este sentido, aunque

siemprede forma heterogénea,la IL-2 y el PD13 son mitógenosque inhiben la

muertecelularprogramadade los linfocitos E de la LIC-E (Mcconkeyy col., 1991;

Jewell y col., 1993; Huangy col., 1993; Zinzaniy col., 1994), mientrasque la 11-6

no tendríaesemismoefectoprotector(Dancescuy col., 1992; Euschley col., 1993;

Kobayashiy col., 1993; Rojasy col., 1994>.En estetrabajode investigación,la 11-6

no inhibió la muertecelular programadaenninguno de los seis pacientesen los

que seanalizóeseefecto, tanto tras tres comodespuésde sietedíasde cutivo con

dichacitocinaa la dosisde20 ng/mi.

En veintidósde los pacientesen los que seanalizóel porcentajedecélulasno
viables (constituidaspor la suma de células en apoptosisy de los cuerpos

degeneradosde apoptosis),seencontraron,yaa las 24 horasdel cultivo decélulas13

leucémicassin contactoconmitógenoun 2 1.5%±17.6 (rango: 1% - 51%) decélulas

no viables,que aumentabantras 72 horasde cultivo en las mismascondiciones,y

que se manteníantambiénen el día quinto. Estos resultadosson similaresa los

publicadospor otros autores(Fanayiotidisy col., 1994b). Se ha atribuido una

capacidaddeprovocarla muertecelularprogramadaa los linfocitos 1 y a lascélulas

NK, peroen los cultivos realizadosenestetrabajoel porcentajede estascélulasera

inferior al 5%.
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Heterogeneidad de la LLC-B

De los resultadosobtenidosenestetrabajoy ya comentados,se deduceque

existeuna heterogeneidadentre los pacientesde LLC-E que se demuestra:en la

expresiónde la cadenaa del R-1L2 en la membranadesuperficiede los linfocitos 13

neoplásicos;en el inmunofenotipo, manifestadopor la diferente densidad

antigénicade los antígenosestudiadosen la membranacelular; en la respuesta
proliferativa de las células13 leucémicasa la IL-2, al FD13, al SAO2 y a la IL-6; en la

produccióny secreciónde IL-6 por partede los linfocitos 13 en cultivo; en la

capacidadde inducir la producciónde IgM en contactocon dichascitocinasy el

ésterde forbol; en la proliferacióncelularespontáneay en la respuestaobtenida

frentea un anticuerpoespecíficofrentea la IL-6; y en el porcentajede linfocitos 13

leucémicosque sufren apoptosisespontáneacuando se realizan los cultivos

celulares.

Otros datos que apoyaríanestaheterogeneidadinterclónicaen la LLC-13

serían:la diferente respuestaproliferativa de las células 13 leucémicasfrente al

TNEa (Alvarez-Mon y col., 1993; Dighiero y col., 1991; Jabbary col., 1994), IL-4

(Kawanoy col., 1989; Reittie y Hoffbrand, 1994),IL-lO (Fluckigery col., 1994>, IL-

14 (Karray y col., 1987), TGFI3 (Moore y col., 1993; Lagneauxy col., 1994),TNF¡3

(Alvarez-Mony col., 1993),IFNa(Fanayiotidisy col., 1
994b)eIFNy (McManusy col.,

1993); el efectovariablede las diversascitocinassobrelos linfocitos 13 neoplásicos

en relacióna la inhibición de la apoptosisespontánea(Fluckigery col., 1994; Rojas

y col., 1994; Castejóny col., 1995); la presenciavariable de los diferentes

receptoresde las citocinasen la membranade superficiede los linfocitos E de la

LLC-13 (Dadmarzy col., 1988); la inducciónvariable de las proteínasjun y fos por

partedel TNFa en las célulasE con LLO-B (Jabbary col., 1994); la heterogenidad

clínica (Montserrat,1992),inmunofenotípica(De Rossiy col. 1993; Ginaldi y col.,

1994) y en la respuestaal tratamiento(Kipps, 1995; OBrien y col., 1995) de los

pacientesconLLC-13.

La IL-6, segúnlos resultadosde estetrabajo,podríaconsiderarsecomo un

factor autocrino negativoen la LLC-13. Así, la IL-6 secretadapor los linfocitos 13

tumorales inhibe su proliferación al entrar en contactocon su receptor de

membrana,presenteen esasmismascélulas. Esta acción revierte de forma
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específicamedianteelempleode un anticuerpomonoclonalfrentea la IL-6 (Figura

30).

Los hallazgosobjetivadosenesteestudiode investigaciónhacenhincapiéen

la heterogeneidadde la LLO-13, al tiempo que dejanla puertaabiertaa nuevos

proyectosde investigaciónencaminadosa profundizaren la fisiopatologíade este

procesolinfoproliferativo.
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FIGURA 30. La IL-6 como factor autocrino negativo en la LLC-B.
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CONCLUSIONES



1. El linfocito 13 de la LLC-B coexpresalos antígenosdesuperficie0D5,0D19,

CD2O, HLA DR e inmunoglobulinade superficie,éstaúltima de forma

débil. El antigeno01919 identificacon mayorprecisiónel fenotipo 13 de la

LIC-E queel CD2O, porpresentarésteunamenordensidadantigénicaen

los linfocitos tumorales.

2. El ésterde forbol no estimulala proliferacióncelular leucémicae induce

de formaheterogéneala secreciónde IgM por partede los linfocitos 13 de

la LLO-B.

3. Los linfocitos E de los pacientesconLLC-E expresanen sumembrana,de

forma constitutiva,la cadenaa del R-1L2 (0D25) en un 76%de los casos.

Sin embargo,la IL-2 no constituyede forma consistenteun factor de

crecimiento ¡xi vitro para la LLC-B, aunqueexisteuna relacióndirecta

entrela presenciadel 0D25 y la proliferacióncelular inducida por esta

citocina. La IL-2 estimulade forma heterogéneala secreciónde IgM por

partede los linfocitos leucémicos.

4. Los linfocitos 13 leucémlcosexpresande formaconstitutivael R-1L6, en un

porcentajemayoren los pacientesincluidos en el grupode riesgo bajo

(estadioO) conrelacióna los del grupode riesgointermedio(estadios1 y

II) de la clasificaciónde Rai. For serel R-1L6, al igual que el 01925, un

antígenode activación,estoslinfocitos puedenserconsideradoscomo

célulasactivadas.

5. La IL-6 no estimulala proliferaciónde lascélulasde la LLC-13 ni inducesu

diferenciación.For el contrario, con algunasde las dosis empleadas

inhibe su proliferación.Sin embargo,la proliferaciónespontáneade los

linfocitos E leucémicosaumentaenpresenciade un anticuerpoespecífico

frente a la IL-6. Esto sugiereque la IL-6 endógenainhibe la proliferación

celular leucémicade formaespecífica,al revertir esaacciónenpresencia

de un anticuerpofrentea estacitocina.

6. Los linfocitos E leucémicosproducenIL-6 tanto ensituaciónbasalcomoen

presenciadeun ésterdel forbol (FD13). En los pacientespertenecientesal

grupo de riesgo bajo (estadio0), se han detectadoniveles séricos
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inferioresdel receptorsolubley una expresiónmayordel receptorde

membranade la IL-6 queen los pacientesdel grupo intermedio,lo que

iría en relacióncon el mayorefecto inhibitorio de la IL-6 en estadios

precocesde la enfermedad.Así, se encontróque la proliferación

espontáneade los linfocitos E leucémicosfue inferior en los pacientesdel

grupo de riesgo bajo queen los del grupode riesgo intermedio,si bien

de forma no significativa.Sin embargo,estoshallazgosno van unidosa
unaproducciónmayorde11-6 porpartede los linfocitos E leucémicosen

estadiosprecoces.
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