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RESUM

La leucémia limfatica cronica de tipus B (LLC-B) representa el 30-40 % de les leucémies
en els paisos occidentals i es caracteritza per 'acumulacié de limfocits B CD5*, que expres-
sen uns alts nivells de Bcl-2. Analegs a les purines i inhibidors de la topoisomerasa 11, han es-
tat utilitzats com a agents quimioterapeutics en el tractament de la LLC-B. S’ha observat que
tots ells actuen induint I"apoptosi de les cél-lules de la LLC-B a través de l'activaci6 de
les caspases. També s’ha observat que "aspirina i el salicilat poden induir I’apoptosi de les
cel-lules de la LLC-B mitjangant 'activacié de les caspases i per mecanismes independents
de la ciclooxigenasa.

SUMMARY

B-chronic lymphocytic leukemia (B-CLL) accounts for 30- 40 % of all the leukemias in
Western countries and is characterized by the accumulation of monoclonal CD5" B lym-
phocytes that express high levels of Bcl-2. Purine analogues and inhibitors of the topoiso-
merase Il have been used as a chemotherapeutic agents in the treatment of the B-CLL. All of
them induce the apoptosis of B-CLL cells by activation of caspases. Aspirin and salicylate,
also induce apoptosis of B-CLL cells by activation of caspases and this activation involves
cyclooxygenase-independent mechanisms.
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INTRODUCCIO

La leucemia limfatica cronica de tipus B
(LLC-B) es caracteritza per 'acumulaci6 de
limfocits B d’aparenca madura (petits amb
un citoplasma escas, nucli rodo, cromatina
densa i nucleols no visibles), pero biologica-
ment immadurs, i que presenten una vida
mitjana molt prolongada (O’Brien et al.,
1995, Rozman et al., 1995, Montserrat et
al.,1997). Tenen una produccié d’anticossos
deficient, per la qual cosa aquests malalts te-
nen una propensio a patir processos infec-
ciosos.

En els paisos occidentals la LLC-B repre-
senta el 30 % de tots els casos de leucemia i
el 75 % de les leucemies croniques; en canvi
en els paisos asiatics només constitueix el 3-
5 % de les leucemies. Quant a sexes, la in-
cidencia és més alta en homes que en dones i
es manifesta basicament en adults: 'edat
mitjana és de 65 anys (Finch et al., 1992).

Els malalts amb LLC-B presenten una
malaltia estable durant molts anys. Ara bé,
en un 10 % de malalts la malaltia progressa
a formes més agressives: Sindrome de Rich-
ter, transformacié prolimfocitica, leucemia
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FiGura 1. Analisi de clonalitat en la cadena pesada de les Ig.

aguda limfoblastica i mieloma mdltiple.
(Foonet al., 1988, 1990).

BIOLOGIA

Els limfocits B de la LLC expressen la
majoria dels antigens de superficie que pre-
senten les cel-lules B madures (CD19, CD20,
CD21, CD24, i CD37, receptors Fc per a les
immunoglobulines (Ig), I'antigen de classe
II de 'HLA-DR) i alguns marcadors carac-
teristics de cel-lules immadures (receptors
per a les hematies de ratoli i receptors per a
la fraccié C3dr del complement). La carac-
teristica més important pel que fa al fenoti-
pus és l'expressié de CD5, i 'expressio de
nivells baixos d'Igs de superficie. Aquestes
Igs acostumen a ser IgM o bé IgM i IgD. Es-
tan constituides per una tnica cadena pesa-
da (1 0 3) i per una tinica cadena lleugera (x
o A). L’analisi molecular de la cadena pesa-
da del gen de les Ig, tant per Southern blot
com per la reacci6 en cadena de la polime-
rasa (PCR), demostra la preséncia de clona-
litat (figura 1). La perdua de la banda ger-
minal mitjancant Southern blot esta

A. Analisi de clonalitat mitjancant Southern blot. El DNA s’ha digerit amb Eco R1 i s’ha hibridat amb una sonda de la regi
d’uni6 de la cadena pesada de les Ig. Carrils 1, 8, 9: controls normals; carrils 2-7: LLC-B.
B. Analisi de clonalitat mitjangant la reacci6 en cadena de la polimerasa (PCR) de la regio CDRIII de la cadena pesada de les

Ig. Carrils 1-3: LLC-B; carrils 4, 5: controls normals.
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associada amb un estadi avancat de la ma-
laltia (Hakim ef al., 1993). Molts casos de
LLC-B expressen també antigens d’activa-
ci6, com CD23, CD25 i receptors per a IL-2.
Recentment s’ha descrit que la tirosina qui-
nasa especifica de cel-lules T Lck s’expressa
en les cellules de LLC-B (Majolini et al.,
1998). Aquest patré d’expressid és semblant
a les ceél-lules B CD5*, anomenades B1, de
les zones del mantell dels teixits limfoides,
de la cavitat peritoneal i del cord6 umbili-
cal. Totique no ha estat demostrat, es pensa
que les cellules de LLC-B s’originen per
transformaci6é de les cél-lules normals Bl
(Montserrat et al., 1995, 1997; Jurlander,
1998).

La majoria de les cel-lules es troben en
fase G, del cicle cel-lular i responen poc als
estimuls mitogénics. Aixd representa un
asincronisme entre el fenotipus de les cel-lu-
les, que és propi de cel-lules activades, i la si-
tuaci6 al cicle cel-lular totalment quiescent
(Caligaris-Capio et al, 1993). Aixi, son
cel-lules dificils de transformar amb el virus
d’Epstein-Barr (EBV), tot i que n’expressen
el receptor (Rickinson et al., 1982). A més te-
nen una marcada disminucié del transpor-
tador Na*/K* que és necessari per a la proli-
feraci6 induida per lipopolisacarids (LPS) a
les cel-lules B normals. També es troben al-
teracions en les vies de transducci6é de se-
nyals a través del receptor de I’antigen, i no
presenten proliferacié en resposta a anticos-
sos anti-p. Aquestes cel-lules també tenen
una resposta de calci defectuosa i una alte-

racié del patré de fosforilacié de proteines
(Foon et al., 1990). L’activacié de la proteina
quinasa C (PKC) amb esters de forbol in-
dueix la diferenciaci6 d’aquestes cel-lules
(Totterman et al., 1980). Els esters de forbol
indueixen un rapid desenvolupament d’Ig
citoplasmatiques i les cellules experimen-
ten canvis morfologics propis de les cel-lu-
les plasmacitoides, a més de presentar un
gran nombre de canvis funcionals (Polliak,
1990; Colomer, 1990; Colomer et al., 1991;
Carballo, 1994; Carballo et al., 1995, 1996).

ALTERACIONS GENETIQUES

En més del 50 % dels casos s’observen
anomalies cromosomiques (taula 1); les més
freqiients son les delecions del cromosoma
13 a la banda q14 (Reed, 1998). El gen que
queda afectat per aquesta deleci6 es desco-
neix, pero es creu que és un gen supressor
de tumors inactivat en la LLC-B. Es postula
que aquest gen hauria de codificar alguna
proteina proapoptotica que, quan es perd,
augmenta la supervivencia d’aquestes
cél-lules. Encara que el gen del retinoblasto-
ma es localitza en aquesta zona i que en al-
guns malalts esta delecionat, no sembla pas
el gen involucrat en aquesta deleci¢ (Bull-
rich et al., 1996). Recentment s’han clonat
dos gens candidats, anomenats Leu1 i Leu2,
que codifiquen proteines de 8 kD i 10 kD
sense homologia amb cap proteina conegu-
da (Liu et al., 1997).

Taura 1. Alteracions genétiques més significatives en la LLC-B
Alteracio Incidéncia Efecte
Delecions 13q14 ~50 % Inactivaci6 d’algun gen supressor de tumors
Trisomia 12 ~35% Protooncogens?
Translocacions 18g21
t(14;18); 1(2;18); t(8;22) ~1-4% Sobreexpressio Bel-2
Translocacions 11g23* ~0-5% Sobreexpressio Bel-1
Alteracions 17p ~5% Inactivacio p53

* Poden tractar-se de limfomes de cél-lules del mantell leucemitzats
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La segona anomalia més freqiient és la
trisomia 12. Es postula que el cromosoma 12
conté un protooncogen dominant o codomi-
nant que esta actiu a la LLC-B i que codifica
una proteina antiapoptotica. D’altra banda,
la trisomia 12 esta associada amb una pro-
gressi6 de la malaltia, amb una morfologia
atipica i amb un pitjor pronostic (Gahnet al.,
1997), per la qual cosa podria ser un gen re-
lacionat amb el cicle cel-lular. L’oncogen ras
es troba al cromosoma 12, perd no s’han tro-
bat mutacions de ras en cap pacient amb
LLC-B.

També sén molt comunes les addicions
de material genetic al bra¢ llarg d’alguns
cromosomes (14q+, 13g+ i 11q+). A més,
s’han descrit delecions del cromosoma 6 i
del cromosoma 11 que apareixen en els esta-
dis avancats de la malaltia (Juliusson ef al.,
1993). Recentment s’ha observat que la
del(11)q té un pitjor pronostic (Neilson et al.,
1997). Aquesta zona de delecié 11q22.3-
11q23 conté el gen ATM (ataxia telangiectasi),
el gen RDX (radixina) i el gen FDX1 (ferredo-
xina 1), perd sembla que podria estar asso-
ciada amb un locus d’algun nou gen supres-
sor de tumors (Dohner et al., 1997). La del(6)
(q21g23) i les anomalies del cromosoma 14
(14g+) estan associades a un augment del
nombre de prolimfocits.

S’han trobat mutacions de p53 (17p)
enunb % dels malaltsien un 43 % en trans-
formaci6 de Richter (Newcomb et al., 1995).
Un 5% de casos presenten la t(11;14)
(q14;932), involucrant el gen bcl-1 (PRAD-1)
enel cromosoma 11ila cadena pesada de les
Ig (Rosenberg et al., 1991). El gen bcl-1 codifi-
ca la ciclina D1, un membre de la familia de
les ciclines que participa en el cicle cel-lular.
La ciclina D1 interacciona amb la cdk4 qui-
nasa ila cdké i forma un complex que activa
la quinasa i permet I'activaci6 i desactivaci6
del retinoblastoma (Rb). Aixi la t(11;14)
doéna lloc a una disregulacié del gen bcl-1 i
una alteracié en la proliferacié d’aquestes

ceél-lules. EnI’actualitat es creu que aquestes
formes de LLC-B podrien ser realment lim-
fomes de cel-lules del mantell (LCM), que es
caracteritzen per la preséncia de la t(11;14) i
per ser molt més agressius que la LLC-B.
Enun 1% a4 % dels casos s’observen
translocacions entre la zona q21 del cromo-
soma 18, on es troba el gen bcl-2, amb un
dels locus del gen de les Ig, al cromosoma 2
(cadena kappa), al cromosoma 14 (cadena
pesada) o al cromosoma 22 (cadena lamb-
da) (Raghoebier et al., 1991). A la LLC-B les
translocacions més freqiients sén aquelles
en queé intervenen les cadenes lleugeres
(kappa o lambda) (Adachi et al., 1990). Aixd
pot explicar-se pel fet que els reordena-
ments de les cadenes lleugeres tenen lloc
en una fase més tardana que els de la cade-
na pesada, i les cel-lules de la LLC-B po-
den considerar-se en un estat més madur
que les cel-lules dels limfomes fol-liculars

(LF) caracteritzats per la presencia de la
t(14,18).

ALTERACIONS EN L’EXPRESSIO
D’ONCOGENS

S’han descrit diferents anomalies enI'ex-
pressi6 d’oncogens en la LLC-B. En el 85 %
dels casos s’observa una sobreexpressi6 de
la ciclina D2 (CCND2) (Delmer et al., 1995).
També s’han descrit expressions anomales
dels protooncogens Ick i c-fgr. Aquests pro-
tooncogens codifiquen proteines amb acti-
vitat tirosina quinasa, per la qual cosa també
poden estar relacionats amb la patogenesi
d’aquesta malaltia. S'ha estudiat que els
limfocits dela LLC-B presenten una gran he-
terogeneitat en la resposta al receptor de
cel-lules B (BCR). Les cel-lules amb molt
pocaresposta presenten un defecte en la fos-
forilacié de residus de tirosina de molts
substrats, especialment de fosfolipasa Cy.
L’oncogen A-myb es troba sobreexpressat en
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un 25 % dels casos (Golay et al., 1996). En ca-
sos de progressié de la malaltia s’ha pogut
observar sobreexpressi6 de l’'oncogen c-myc.
(Montserratet al., 1997).

BCL-21 APOPTOSI EN LES CEL-LULES
DELLC-B

El gen bcl-2 fou descobert en els limfo-
mes no-Hodgkin’s fol-liculars (LF) i codifica
un potent inhibidor de l'apoptosi (Meije-
rink, 1997). En aquest aspecte els LF i la
LLC-B s6n molt semblants; ambdues malal-
ties es caracteritzen per una acumulacié de
cél-lules B madures, en fase G. Tant en els
LF com en la LLC-B s’observa una sobreex-
pressio del gen bcl-2 tant en I’ambit de RNA
com de la proteina. En més del 85 % dels ca-
sos de LF la t(14;18)(q32;q28) és la responsa-
ble de la disregulaci6 del gen bcl-2 i de la so-
breexpressié de la proteina.

En la LLC-B, un mecanisme implicat en
aquesta sobreexpressié podria ser un aug-
ment de la transcripcié degut a una hipome-
tilaci6 del gen (Hanada et al., 1993), pero ha
d’haver-hi altres mecanismes ja que no hi ha
una correlaci6 entre el grau d’hipometilacié
i els nivells de proteina. Tot i aixi, no es co-
neix si els alts nivells de Bcl-2 observats en la
LLC-B s6n deguts a la patogenesi de la ma-
laltia o si és una caracteristica de les cél-lules
CD5". Aixi, les cél-lules CD5* de les zones
del mantell tenen nivells alts de Bcl-2; en
canvi les cél-lules B fetals de cord6 CD5" te-
nen uns nivells inferiors de Bcl-2 que les
cel-lules leucemiques (Schena et al., 1992).
Moltes limfocines i factors de creixement
poden regular els nivells de Bcl-2 (Jurlan-
der, 1998). Un gran nombre de citoquines
han estat implicades en la patogenesi de la
LLC-B. Aixi, el TNF-a (Reittie et al., 1996), la
IL-2 (Carlsson et al., 1989) i la IL-15 (Trentin
et al., 1996) actuen com a factors de creixe-
ment; I'[FN-a, 1" IFN-y (Buschle et al., 1993),

laIL-4 (Puetal., 1997)iel BEGF actuen com a
inhibidors de l'apoptosi; la IL-5 i la IL-10
promouen I'apoptosi (Mainou-Fowler et al.,
1994; Kitabayashi et al., 1995),ila IL-13 actua
per ambdés mecanismes (Chaouchi et al.,
1996).

La forma en que el gen bcl-2 promou la
supervivencia de les cel-lules no es coneix.
La proteina Bcl-2 és una proteina integral de
membrana que té almenys dues possibles
funcions: d'una banda podria actuar com
un canal o proteina transportadora, partici-
pant en el transport d’ions i de proteines, i
d’altra banda té capacitat d'unir-se a protei-
nes que estan relacionades directament o in-
directament en la regulacié de la mort cel-
lular. Aixi, és capag de captar proteines des
del citosol a la membrana intracel-lular per
inactivar-les o per posar-les en contacte amb
altres proteines que es troben a la membra-
na (Reed, 1997). Basicament la seva funci6
principal és impedir I'activacié d'unes pro-
teines efectores de l'apoptosi, les cisteina
proteases que degraden les proteines en re-
sidus d’aspartat (Cysteinyl Aspartate-specific
proteases: caspases), i aquesta funci6 la rea-
litza impedint l'alliberament d’activadors
de proteases des dels mitocondris o segres-
tant la proteina activadora de proteases
CED-4/ Apaf-1 que es troba al citosol (Sal-
vensen et al., 1997).

La familia del Bcl-2 consta de 14 protei-
nes. Algunes sén inductores d’apoptosi
(Bax, Bak, Bcl-X,, Bad, Bid, Bik, Hrk) i les al-
tres s6n inhibidores d’apoptosi (Bcl-2, Bcl-
X,, Bcl-w, Bfl-1, Brag-1, Mcl-1 i Al)(Reed,
1997). D’aquesta manera, la funci6 de la
proteina Bcl-2 és oposada a la d’altres pro-
teines que tenen una gran homologia quant
a la seqtiencia d’aminoacids, com és el Bax.
La proteina Bax estructuralment és similar a
Bcl-2 i pot formar heterodimers amb Bcl-2,
encara que el significat d’aquest fet es des-
coneix (Zha et al., 1997). Es postula que la
proporcié Bcl-2/Bax té un paper important
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en I'homeostasi de la LLC (McConkey et al.,
1996) i en la sensibilitat o resisténcia de la
LLC-B als estimuls apoptotics (Simonian et
al., 1997). Molt recentment s’han estudiat
vuit proteines relacionades amb la regulacié
del’apoptosienla LLC-Bis'ha observat que
Bcl-2, Mcl-1, BAG-1, Bax, Bak i Caspasa-3
s’expressen en la LLC-B, mentre que el Bcl-
X, i el BAD no s’expressen (Kitada et al.,
1998).

Fins al moment es coneix poc I'expressi6
i el mecanisme d’activacié de les caspases a
la LLC-B. El nostre grup ha analitzat la im-
plicaci6 de les caspases en "apoptosi de les
cel-lules de la LLC-B. S'ha analitzat I"efecte
de diferents factors que indueixen "apopto-
sienlescel-lules de la LLC-B (dexametasona
i fludarabina) sobre la proteolisi de la Poli-
(ADP-ribosa)-polimerasa (PARP), un substrat
de les caspases que s’utilitza com a marca-
dor de la seva activacié (Bellosillo et al.,
1997). La dexametasona va induir la proteo-
lisi de PARP en funci6 de la dosi i del temps
d’incubaci6 i es va observar que existia una
correlaci6 entre I'efecte citotoxic de la dexa-
metasonaila degradacié dela PARP. La flu-
darabina també va induir la proteolisi de la
PARP. La incubaci6é de les cél-lules amb
TPA o amb IL-4, agents que inhibeixen I'a-
poptosi de les cél-lules de LLC-B, va bloque-
jar la proteolisi de la PARP induida tant per
dexametasona com per fludarabina (figura
2). Finalment, un inhibidor general de cas-
pases, el Z-VAD.fmk, va inhibir tant la pro-
teolisi de la PARP com la fragmentacié6 del
DNA espontania i induida per la dexameta-
sona, a més de revertir |"efecte citotoxic d’a-
quest farmac. Aquests resultats i altres pu-
blicats posteriorment (Chandra et al., 1997)
demostren un paper important de les caspa-
ses en la inducci6 de I'apoptosi en cel-lules
de LLC-B.

També s’ha vist que l'apoptosi dels
limfocits B és regulada pels lligands dels re-
ceptors de la familia de TNF a, que inclou
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FiGura 2. Inhibicio de la proteolisi de laPARP per TPA 11L-4.
A. Inhibicié per TPA de la proteolisi de la PARP induida
per la dexametasona. Les cél-lules de la LLC-B es varen in-
cubar amb TPA 100 nmol/L en la preséncia o absencia de 10
umol/L de dexametasona durant 48 hores.

B. Inhibicié de la proteolisi espontania de la PARP. Les
cel-lules de la LLC-B es varen incubar durant 48 hores sense
cap factor (C),amb 100 nmol/L de TPA 0 10 ng/mL de IL-4.
C. Inhibicié per TPA de la proteolisi de la PARP induida per
fludarabina. Les c¢l-lules de la LLC-B es varen incubar amb
TPA 100 nmol/L en la preséncia o absencia de 5 pg/mL de
fludarabina durant 24 hores.

Fas i CD40. En el sistema Fas/FasL, la uni6
del lligand produeix la trimeritzacié del re-
ceptor; a continuacié hi ha la unié de les
molecules adaptadores (FADD) i la unié de
FLICE o caspasa-8. Aquesta, en ser activada,
activara a la vegada la cascada de les caspa-
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ses. Tot i que Fas s’expressa en nivells bai-
xos a la superficie dels limfocits de LLC-B,
I'activacié de Fas indueix l'apoptosi d’a-
questes cel-lules (Mapara et al., 1993; Pana-
yioditits et al., 1995).

CD40 s’expressa en limfocits B activats, i
el lligand de CD40 (CD40L) s’expressa en
els limfocits T auxiliars. La interaccié entre
CD40L i CD40 evita I"apoptosi dels limfocits
B activats i regula la proliferacié de les
cel-lules B, la produccié d’Ig i la generacio
de limfocits B memoria. Tant CD40 (Gruss et
al., 1995) com CD40L (Schattner et al. 1998)
s’expressen en les cél-lules de LLC-B i po-
den fer un paper important en la inhibicié
de l'apoptosi d’aquestes cel-lules.

Una observacié molt interessant publi-
cada recentment és que les cel-lules de LLC-
B, pero no les CD5" de cordé umbilical, son
rescatades de l'apoptosi per contacte amb
les cél-lules estromals normals (Lagneaux et
al., 1998).

TERAPIA

Els pacients en els primers estadis de
LLC-B generalment no sén tractats, i els es-
tudis realitzats mostren que els tractaments
realitzats indueixen un retard en la progres-
si6 de la malaltia, pero no se n’obté un bene-
fici quant a la supervivencia. Malalts en risc
intermedi de la malaltia o bé els pacients en
un estadi avancat de la malaltia necessiten
tractament (Montserrat et al., 1997). Tots els
agents quimioterapeutics emprats i la irra-
diaci6é per raigs X sembla que actuen in-
duint’apoptosi de les cel-lules (Reed, 1995).

Els agents quimoterapeutics més utilit-
zats en el tractament de la LLC-B son el clo-
rambucil (CLB) i la prednisona. També
s’han utilitzat regims de poliquimioterapia:
COP (ciclofosfamida, vincristina, predniso-
na), CAP (ciclofosfamida, doxorubicina,
prednisona), CMP (ciclofosfamida, melfa-

lan, prednisona), CHOP (ciclofosfamida,
doxorubicina, vincristina, prednisona), pero
no millorenla supervivencia observada amb
el clorambucil (Montserratet al., 1997).

Els analegs de nucleosids han demostrat
una gran eficacia en el tractament de la LLC-
B. La fludarabina és un analeg de la desoxia-
denosina que presenta un atom de fluor a la
posicio 2. El tractament amb fludarabina in
vivo ha produit un gran nombre de respos-
tes parcials i totals, basicament en malalts
no tractats (Keating et al., 1989; Sorensen, et
al., 1997). La fludarabina s’administra com a
derivat monofosfat i es defosforila rapida-
ment en el plasma, entra a la cel-lula per al-
gun transportador i alli es fosforila mit-
jancant la desoxicitidina quinasa a la forma
F-ara-adenosina trifosfat (F-ara-ATP), que
és el metabolit actiu. El F-ara-ATP és resis-
tent a la desaminacié produida per I’adeno-
sina desaminasa, i aix0 fa que s’acumuli a la
cel-lula i doni lloc a la supressi6 de la sintesi
de DNA deguda a la inhibicié de la ribonu-
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Ficura 3. Efecte citotoxic de la mitoxantrona i la fludarabi-
naenla LLC-B.

Les cél-lules de la LLC-B es varen incubar a 37 °C durant 48
hores en abséncia de cap factor (control), amb mitoxantrona
(0,5 pg/mL), amb fludarabina (5 pg/mL) o amb la combina-
cio de les dues (M +F).
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Ficura 4. Induccié de I’apoptosi per mitoxantrona en la
LLC-B.

A. Efecte de la mitoxantrona (MIT) en la fragmentaci6 del
DNA. Cél'lules de tres pacients amb LLC-B foren incuba-
des durant 24 hores amb 0,5 pg/mL de mitoxantrona.

B. Efecte de la mitoxantrona (MIT) en la proteolisi de la
PARP. Cél'lules de tres pacients amb LLC-B foren incuba-
des durant 48 hores amb 0,5 pg/mL de mitoxantrona.

cleotid reductasa i la DNA polimerasa a. En
les sindromes limfoproliferatives croni-
ques, I'index de proliferacié és molt baix,
per la qual cosa no es coneix bé quin és el
mecanisme d’acci6 pel qual s'indueix citoto-
xicitat. La fludarabina indueix I'apoptosi de
les cel-lules de LLC (Robertson et al., 1993),
possiblement com a conseqiiéncia de la in-
hibici6 de la reparacié del DNA i de la sinte-
side RNA.

La mitoxantrona és una antracenodiona
que s’intercala amb el DNA i inhibeix la to-
poisomerasa 1. La topoisomerasa 1 és I'en-

zim encarregat de canviar la topologia del
DNA mitjancant la uni6 covalent de I'enzim
al DNA i la formaci6 de talls en la doble ca-
dena del DNA. La mitoxantrona bloqueja
aquest enzim en el moment que s’han pro-
duit els talls en la cadena de DNA. Hem es-
tudiat 'efecte de la mitoxantrona sobre les
ceél-lules de la LLC-B (Bellosillo et al., 1998), i
hem observat un efecte citotoxic. D’altra
banda, es va observar un efecte additiu en
combinar la mitoxantrona amb la fludarabi-
na (5 pg/mkL), i també un efecte sinérgic en
alguns malalts (figura 3). La mitoxantrona
va produir la degradacié del DNA i la pro-
teolisi de la PARP en tots els malalts estu-
diats i va demostrar que l'efecte citotoxic
observat era degut a una induccié de I'a-
poptosi (figura 4). També s’ha observat que
la doxorubicina, un altre inhibidor de la to-
poisomerasa 11, produia els mateixos efectes
que la mitoxantrona.

La ciclofosfamida és un agent alquilant
que es metabolitza en el fetge per la cito-
crom P-450 i genera el derivat hidroxilat 4-
OH-ciclofosfamida. In vitro s’utilitza la ma-
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FiGura 5. Efecte citotoxic de la combinacio6 fludarabina, ci-
clofosfamida, mitoxantrona en la LLC-B.

Les cel-lules de la LLC-B varen ser incubades a 37°C durant
48 hores sense cap factor (control), amb fludarabina (F)
(1 pg/ml), mitoxantrona (M) (0,5 pg/ml), mafosfamida
(M) (1 pg/ml) o amb la combinacié d’aquestes drogues. La
viabilitat esta expressada en tant per cent respecte a la viabi-
litat de cél-lules control a I’inici del cultiu. Les dades mos-
tren la mitjana = SD de tres cultius independents.

F+M  F+M+Mf



BASES MOLECULARS DE LA LEUCEMIA LIMFATICA CRONICA I LA SEVA TERAPIA 79

fosfamida, un derivat de la ciclofosfamida,
que en dissolucié aquosa s’hidrolitza i gene-
ra 4-OH-ciclofosfamida. De vint-i-un ma-
lalts estudiats, la mafosfamida produeix un
efecte citotoxic inferior a la fludarabina o la
mitoxantrona. Ara bé, la combinacio de la
mafosfamida amb fludarabina va produir
un efecte sinergic molt important (figura 5),
fet que suggereix una possible utilitat te-
rapeutica d’aquesta combinacié de drogues
en el tractament de la LLC-B.

També s’han utilitzat dos altres analegs a
les purines: la pentostatina (2-desoxicofor-
micina) (DCF) i la 2-clorodesoxiadenosina
(2-CDA) i ambdues també indueixen l'a-
poptosi de les cel-lules de la LLC-B (Carrera
etal.,1991; Zinzani et al., 1994).

Molt recentment s’ha observat que el
melarsoprol, un derivat de I'arseni format
per un complex d’oxid de melarsen amb el
dimercaprol, una droga quelant de metalls,
indueix apoptosi a les cel-lules de la LLC-B i
que aquest efecte esta associat amb una pér-
dua de 'expressi6 de bcl-2 tant de 'mRNA
com de la proteina; en canvi el As O, no té
cap efecte (Konig et al., 1997).

També hem analitzat I'efecte de 'aspiri-
na, el salicilat i altres farmacs del grup dels
antiinflamatoris no esteroidals (AINE) so-
bre la viabilitat de les cel-lules de la LLC-B
(Bellosillo et al., 1998). L’aspirina va produir
una disminucio6 en la viabilitat en funci6 de
la dosi i del temps (figura 6). La IC, en cinc
malalts fou de 5,9 + 1,13 mmol /L. No es va
observar cap efecte citotdxic emprant altres
AINE com son el ketorolaco, la indometaci-
na o I'NS-398, la cual cosa suggereix que I'e-
fecte de l'aspirina esta mitjangat per meca-
nismes independents de la ciclooxigenasa.
El salicilat va produir efectes semblants a
I'aspirinailalC, foude 6,96 1,13 mmol/L.
Tant I'aspirina com el salicilat van produir
la proteolisi de la PARP i la fragmentacio
del DNA. Aquests efectes foren bloquejats
per I'inhibidor Z-VAD.fmk, cosa que indica
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FiGura 6. Efecte citotoxic de I’aspirina en la LLC-B.

A. Dosi-resposta de I’efecte citotoxic de I’aspirina en la
LLC-B. Les cél-lules es varen incubar durant 48 hores amb
diferents concentracions d’aspirina (1— 10 mmol/L).

B. Efecte citotoxic de I’aspirina en la LLC-B en funci6 del
temps. Cel-lules de dos pacients amb LLC-B es varen incu-
bar amb concentracions d’aspirina (ASA) 2,5, 5 1 10
mmol/L durant els temps indicats.
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per tant que "aspirina i el salicilat indueixen
I'apoptosi de les cel-lules de la LLC-B a
través de l'activaci6 de les caspases i per
mecanismes independents de la ciclooxige-
nasa.

CONCLUSIONS

L’estudi clinic de I'efectivitat dels regims
terapeutics exigeix un periode llarg de
temps i pot ser inefica¢ o fins i tot perill6s
per causa de les complicacions. Una manera
de superar aquestes dificultats és 1'avalua-
ci6 de la quimiosensibilitat a les diferents
drogues o combinaci6 d’elles in wvitro.
Aquests estudis in vitro permeten, a més, es-
tudiar el mecanisme pel qual aquestes dro-
gues indueixen citotoxicitat en les cel-lules
de LLC-B i esperem que siguin d'utilitat per
al disseny de noves terapeutiques efectives i
racionals de la LLC-B.
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