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I- Abreviaturas

Ac: anticuerpo.

AcMo: anticuerpo monoclonal.

Add 14: adiccion del cromosoma 14.

Ag: antigeno.

Alb: albdmina.

Alo-PHSP: trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos de sangre periferica.
B2M: B2-microglobulina.

BD: bilirrubina directa.

B.O.: biopsia Gsea.

BT: bilirrubina total.

Ca: calcio sérico.

CC.: citogenética convencional.

Cf: ciclofosfamida.

Cr: creatinina.

CVP: ciclofosfamida + vincristina + prednisona.

EMA: antigeno epitelial de membrana.

Del 6q: delecion del brazo largo del cromosoma 6.

Del 7q: delecion del brazo largo del cromosoma 7.

Del 9q: delecion del brazo largo del cromosoma 9.

Del 11g22.3-923.1: delecion del brazo largo del cromosoma 11.
Del 17p: delecion del brazo corto del cromosoma 17.
Del 13g14: delecion del brazo largo del cromosoma 13.
FA: fosfatasa alcalina.

FC: fludarabina + ciclofosfamida.

FISH: técnicas de hibridacion in situ con fluorescencia.
FMC: fludarabina + mitroxantrone + ciclofosfamida.
GPT: alanino aminotransferasa.

Hb: hemoglobina.

I: intersticial.

IF: inmunofenotipo.

Igs: inmunoglobulinas.

IgVH: cadenas pesadas de las inmunoglobulinas.



IL: interleukina.

LDH: lactato deshidrogenada.

LLC-B: leucemia linfatica cronica de linea B.
LTc: células T citotoxicas.

LTh: células T cooperadoras.

LTs: células T supresoras.

Neg: negativo.

N-I: nédulo-intersticial.

NK: células natural killer.

PCR: proteina C reactiva.

PHSP: progenitores hematopoyéticos de sangre periférica.
Pos: positivo.

PT: proteinas totales.

RCB: receptor de la célula B.

RCT: receptores de la célula T.

Slg: inmunoglobulina de superficie.

TASPE: trasplante autélogo de progenitores de sangre periférica.
TCD: test de Coombs directo

TDL.: tiempo de doblaje linfocitario.

TNF: factor de necrosis tumoral.

Tpo: tiempo.

Tto: tratamiento.

VEGF: factor de crecimiento vascular endotelial.
VSG: velocidad de sedimentacion.

+12: trisomia 12.

2-CDA: Cladribina.
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1. INTRODUCCION.

La leucemia linfética cronica de linea B (LLC-B) es una enfermedad cuyo curso clinico es
altamente variable; mientras unos pacientes presentan una evolucion indolente sin necesidad de
tratamiento, en otros se manifiesta como una entidad agresiva requiriendo terapia desde el mismo
momento del diagnostico. Por este motivo, numerosos estudios se han centrado en la identificacion
de los factores que influyen de manera mas relevante en el curso clinico de esta entidad, con el
objetivo final de poder trazar un plan de seguimiento clinico y, eventualmente, terapéutico adaptado
al riesgo individual de cada paciente.

La existencia de subgrupos con distinto pronostico ya se habia puesto de manifiesto con los
estudios clasicos en relacion a la presentacion clinica (Rai KR., 1.975; Binet JL. y cols, 1.977), el
tiempo de duplicacion linfocitario (Montserrat E. y cols, 1.986) y el patron de infiltracion dseo
(Rozman C. y cols, 1.981 y 1.984a). Sin embargo, es a mediados de los noventa, cuando empiezan a
llegar avances mas notables en el conocimiento de la biologia de la enfermedad con la
identificacion de nuevos factores prondstico: el perfil de expresién del antigeno de superficie CD38
y la proteina ZAP70, determinadas alteraciones citogenéticas analizadas mediante técnica de
hibridacion in situ fluorescente (FISH) y el estado mutacional de los genes de las cadenas pesadas
de las inmunoglobulinas. Asi, a finales de la decada de los noventa se demostr6 que el antigeno de
superficie CD38 era un marcador prondéstico independiente, cuya expresion se relacionaba con
supervivencias global y libre de tratamiento mas cortas. Con posterioridad y gracias al desarrollo y
estandarizacion de las técnicas de citometria de flujo, la expresion de la proteina ZAP-70 por parte
de las células leucémicas también demostré tener valor pronostico independiente, con las ventajas
adicionales que, a difererencia de CD38, su expresion no sufria variaciones a lo largo del curso de
la enfermedad y tenia ademas una buena correlacion con el estado mutacional de los genes de las
inmunoglobulinas. Por otro lado, la aplicacion de técnicas de FISH ha mejorado el rendimiento de
la citogenética convencional en el estudio de alteraciones concretas, elevando la deteccion de
alteraciones cromosomicas hasta alrededor del 80% de los casos, y ademas ha puesto de
manifiesto que las alteraciones mas frecuentes (del13q, delllq, +12 y del17p) tienen implicacion
pronostica. Los anteriores hallazgos, sin embargo no menoscaban el papel fundamental del estudio
citogenético mediante cariotipo, que es imprescindible tanto para la deteccion de anomalias
recurrentes de menor frecuencia o cariotipos complejos como para la deteccion de evolucion clonal
en el curso de la enfermedad. Finalmente, diversos estudios mediante técnicas de biologia
molecular han tenido una repercusion relevante en este campo. De manera particular los trabajos de

Damle y Hamblin demostraron en 1.999 que, aproximadamente en el 50% de los pacientes, los
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linfocitos neoplésicos presentaban mutaciones de los genes de las cadenas pesadas de las
inmunoglobulinas (IgVH). Este hallazgo implicaba la existencia de 2 formas distintas de LLC-B en
relacion a su origen ontogénico: una forma pre-germinal y otro post-germinal con prondstico
diferente, siendo peor en la forma pre-germinal (no mutada).

Ademas de los progresos en el conocimiento de la biologia de la LLC-B en la tltima década
se han producido considerables avances en el tratamiento de esta entidad. En este sentido, parece
evidente que la estratificacion de los pacientes va a ser crucial para ajustar la intensidad de los
nuevos tratamientos al prondstico de los pacientes (Montillo M. y cols, 2.005). Por ello es muy
importante la identificacion de factores con valor pronéstico que permitan estimar con mayor
exactitud el curso evolutivo de la enfermedad y el tiempo de supervivencia desde el momento del
diagnostico, y cuya integracion posibilite la creacion de algoritmos de actuacién terapeutica. En este
sentido, varios grupos han desarrollado con mayor o menor fortuna indices prondéstico o sistemas de
puntuacion semejantes al IPI (Indice Pronéstico Internacional) en los linfomas no Hodgkin o FLIPI
en los linfomas foliculares, destacando entre ellos el nomograma e indice pronostico descrito por
Wierda y colaboradores del M.D. Anderson Cancer Center en el afio 2.007.

Hasta hace escasos afios, los avances antes mencionados no habian tenido un reflejo
proporcional en el esfuerzo diagnostico que se efectuaba en una fraccion relevante de pacientes.
Ello tiene varias explicaciones: en primer lugar por tratarse de pacientes mayoritariamente afiosos
con una expectativa de vida limitada en base a la media de la poblacidn general; en segundo lugar
la LLC-B sigue percibiéndose tanto por los médicos generales, como -sorprendentemente- por
muchos hemat6logos como una enfermedad “que no mata”; en tercer lugar, muchas de las nuevas
técnicas bioldgicas no estan al alcance de la mayoria de centros, esto conlleva que su determinacion
implique el envio de las muestras a laboratorios de referencia con las molestias que ello ocasiona, lo
que desanima en muchas ocasidnes a su solicitud; en cuarto lugar estas pruebas son costosas, lo que
en nuestro medio y circunstancias puede llevar a cuestionar su relacion coste/ beneficio. A
consecuencia de todo ello, el diagnéstico del conjunto de los pacientes con LLC-B seguia
presentando una apreciable falta de homogeneidad lo que, a efectos practicos tenia su implicacion
en el seguimiento y la actitud terapéutica. Afortunadamente, los Ultimos afios han sido testigos de
transformaciones relevantes en el manejo de estos pacientes, que ahora ha pasado a basarse tanto
en la edad y comorbilidades, como en factores biol6gicos con valor prondstico, siendo el mas fiel
reflejo de este cambio la Guia Americana NCCN.

En base a lo anteriormente expuesto, el objetivo de esta Tesis Doctoral es determinar cuéles

son los parametros bioldgicos a nuestra disposicién que permiten la mejor estratificacion de los
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pacientes con LLC-B y en funcién de ello desarrollar un nuevo indice pronostico adaptado al riesgo

de nuestra serie.

2. LEUCEMIA LINFATICA CRONICA B.
2.1. SISTEMA LINFOIDE. CONCEPTOS GENERALES.

Los linfocitos representan uno de los componentes bésicos de la defensa del organismo
frente a agresiones externas y, gracias a su plasticidad genética, son los principales responsables de
la respuesta inmune. Estas células se encuentran en grandes cantidades en la sangre, linfa y 6rganos
linfoides (timo, ganglios linfaticos y bazo). Este grupo de células se puede dividir en linfocitos T,
responsables de la inmunidad celular, los linfocitos B, responsables de la inmunidad humoral y
células natural killer (NK) que representan los elementos filogenéticamente mas primitivos
responsables de la inmunidad no antigeno (Ag) especifica.

Dentro de los linfocitos T hay tres grandes grupos de células: las células T cooperadoras
(LTh), que ayudan a que las células B produzcan una respuesta humoral, las células T supresoras
(LTs) que modulan la respuesta de las células B y las células T citotdxicas (LTc). Las células NK
corresponden a linfocitos grandes granulares de la sangre periférica. Estas células tienen la
capacidad innata de lisar diferentes variedades de células tumorales, células infectadas por virus y
algunas células normales, sin sensibilizacion previa.

Se denominan “érganos linfoides primarios” a aquellos en los que los linfocitos se originan
a partir de células madre hematopoyéticas pluripotentes y en el adulto corresponden a la médula
6sea. Los linfocitos generados en los drganos linfoides primarios son virgenes (células que no han
entrado en contacto con un antigeno). En el resto de 6rganos linfoides del adulto (ganglio linfatico,
bazo y sistema linfatico asociado a mucosas y piel) se generan linfocitos antigeno-especificos. Estos
organos linfoides en los que ocurre este proceso reciben el nombre de “organos linfoides
secundarios”.

Desde los tres meses de vida fetal, aparecen en los Organos linfoides secundarios
acumulaciones esferoidales de linfocitos pequefios y células reticulares que se denominan foliculos
primarios. En la vida postnatal si estas células son activadas por un antigeno, se transforman en
células linfoides grandes de carécter blastico que se acumulan en el centro del foliculo. Esta
estructura se denomina foliculo secundario. En este tipo de foliculos, se distinguen una zona
periférica — manto folicular — integrado por linfocitos pequefios, y una zona central — centro
germinal — caracterizado por la presencia de células de aspecto bléstico. Dentro del centro germinal

se distinguen dos zonas: una zona “clara” constituida a su vez por una zona clara basal y una zona

19



clara apical ocupada mayoritariamente por centrocitos y una zona “oscura” con predominio de
centroblastos. En algunos 6rganos linfoides, como el bazo, los ganglios mesentéricos y las placas de
Peyer del intestino, puede existir una capa celular por fuera del manto que lo rodea que se denomina
“zona marginal”. Esta capa esta integrada por células linfoides de tamafio intermedio y citoplasma
claro. En estos foliculos secundarios se encuentran, ademas, células dendriticas foliculares,
macrofagos y algan linfocito T. Los foliculos se hallan rodeados de linfocitos T que se disponen en
forma difusa y constituyen la zona paracortical 0 zona T. Esta zona contiene muchas células
interdigitantes, que expresan valores muy elevados de antigenos de superficie del sistema de
histocompatibilidad de clase Il. El foliculo linfoide constituye la unidad funcional fundamental de la

zona B.

2.2. ONTOGENIA DE LOS LINFOCITOS B.

Los linfocitos B derivan de una célula germinal linfoide pluripotente y adquieren su
competencia inmunol6gica en la médula Gsea. Presentan en la membrana unas moléculas de
caracter proteico, responsables del reconocimiento antigénico caracteristico de la inmunidad
especifica y que se denominadan receptores del antigeno. Este tipo de moléculas pueden ser de dos
tipos, inmunoglobulinas (Igs) y receptores de la célula T (RCT) que definen los subtipos celulares
linfoides, B y T, respectivamente. Estas moléculas actGan como receptores especificos de los
diferentes antigenos que circulan por el organismo y, aunque todas las células humanas tienen la
dotacion genética necesaria para la sintesis de tales proteinas, ésta solo se expresa en las células
linfoides.

Son siete los genes que codifican la informacion necesaria para sintetizar estas moléculas,
localizados en diferentes loci cromosémicos. En estos genes se pueden distinguir varias regiones
genéticas, denominadas V (variable), D (diversidad), J (unién) y C (constante), constituidas a su vez
por segmentos gendémicos que son responsables de la sintesis de cada una de las partes proteicas de
las moléculas receptoras. La gran diversidad proteica se genera con estos siete genes, gracias a que
cada linfocito B y T reordena sus segmentos genéticos de una manera Unica y diferente a la de los
demés. La probabilidad de que dos células lleven a cabo el mismo reordenamiento es practicamente
nula, y por lo tanto supone una base tedrica muy fiable para poder distinguir unos linfocitos de
otros. En todas las neoplasias linfoides, las células tienen el mismo patron de reordenamiento de
alguno o varios de los genes de los receptores antigénicos, constituyendo lo que se denomina una

poblacion clonal.
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Figl. Estructura del foliculo linfoide secundario (Chiorazzi N. y cols, The New England
Journal of Medicine, 2.005).
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En la diferenciacion linfoide B, el reordenamiento de la cadena pesada precede al de las
cadenas ligeras. EI primer reordenamiento que se produce es la union de DJy, seguido de la union
de un segmento V} al reordenamiento DJy Este reordenamiento se inicia en un estadio muy precoz
de la diferenciacion B (célula pro-B), y ya estd completo en la célula pre-B. Posteriormente se
produce el reordenamiento de la cadena ligera k. Si es funcional la célula expresara un receptor
antigénico funcional (Ig M/ Dk) en la superficie, presente ya en los linfocitos inmaduros. Si el
reordenamiento no fuera productivo comenzaria el reordenamiento de la cadena ligera A\,
expresando en la superficie una molécula de Ig completa \. Si este reordenamiento tampoco fuera
productivo, la célula entraria en apoptosis. En los linfocitos B ocurre un segundo reordenamiento,
correspondiente al proceso de cambio de isotipo de cadena pesada de la inmunoglobulina.

Los precursores mas inmaduros de la célula B, denominados linfoblastos pro-B, ya pueden
ser identificados fenotipicamente mediante anticuerpos monoclonales. Estas células expresan la
molécula CD34, los antigenos HLA-DR, CD10, CD19, CD24 y la enzima TdT. No poseen
inmunoglobulinas de superficie, pero si reordenamiento del gen de la cadena pesada p que
representa la primera manifestacion de compromiso con la linea B, como hemos indicado
anteriormente.

En el estadio del linfocito pre-B existe todavia TdT y los antigenos CD10 y CD34. Ademas,
expresan los antigenos HLA-DR, CD19, CD24 y aparecen el CD20 y CD22. La célula precursora B
también expresa CD79a, molécula que se asocia con las Igs de superficie y esta implicada en la
transduccidn de sefiales tras la unién de las Igs de superficie con el Ag. En cuanto a la expresion de

inmunoglobulinas, este estadio es el primero en el que pueden identificarse cadenas pesadas p en el
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interior del citoplasma, en ausencia de cadenas ligeras y de inmunoglobulinas de membrana. A
medida que la maduracion progresa, se pierde el CD10, se reordenan los genes de las cadenas
ligeras que se transcriben, y se sintetizan y ensamblan con las cadenas p. La célula pasa a expresar
IgM de superficie, denomindndose linfocito B inmaduro. Después pasa a linfocito B maduro que
sintetiza ademas IgD y sigue expresando los antigenos denominados panleucocitarios y B (CD19,
CD20, CD22, CD24, CD79b y otros).

Fig2. Diagrama esquematico del reordenamiento y la transcripcion de los genes de las IgVH

(Chiorazzi N. y cols, The New England Journal of Medicine, 2.005).
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Los linfocitos B maduros pasan de la médula ésea a la sangre periférica, donde constituyen
la minoria de la poblacion linfocitaria circulante (entre un 5-15%). Posteriormente se dirigen hacia
las areas especificas en los 6rganos linfaticos periféricos. En sangre periférica existe una
subpoblacion de linfocitos B que se caracteriza por expresar la molécula CD5, que es un antigeno
expresado fuertemente en los linfocitos T maduros, y constituyen entre el 10 y el 30% de los
linfocitos B de sangre periférica. También se encuentran en el cordén umbilical, pleura, peritoneo y
organos linfoides secundarios siendo rara su presencia en médula 6sea. Con la edad esta poblacion

disminuye. Estas son las células que estan expandidas clonalmente en la leucemia linfatica crénica.
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En el ganglio, una vez que los linfocitos B son activados por antigenos, maduran a células
formadoras de anticuerpos y a estadios maduros de célula plasmética, o evolucionan a células de
memoria. Las células B maduras que no reciben el estimulo antigénico, o células virgenes, pasan a
formar parte de una fraccién de células B de los foliculos primarios y de la zona del manto; son
células que tienen reordenados los genes de las inmunoglobulinas, pero no han sufrido el proceso de
hipermutacion somaética, y estan en reposo hasta que son estimuladas por un antigeno dando lugar a
células blasticas que constituyen el centro germinal. Estas proliferan y se transforman en
centroblastos, que no expresan, o lo hacen débilmente, inmunoglobulinas; éstos a su vez dan lugar a
los centrocitos, que vuelven a expresar inmunoglobulinas de superficie. Los centrocitos, una vez
estimulados por antigenos, se activan y abandonan los foliculos secundarios como células de
memoria 0 como precursores de las células plasmaticas. La mayoria de estos precursores de la
célula plasmaética, al abandonar el centro germinal, migran a la médula dsea para diferenciarse en
célula plasmatica madura y una minoria sufre la transformacién a célula plasmatica de alta afinidad

para el Ag en el mismo foliculo.

En resumen, durante la maduracién del linfocito tienen lugar una secuencia de
reordenamientos de los genes de las inmunoglobulinas (V, D y J). Dicha maduracion puede ocurrir
de dos maneras:

- Fase T-independiente (que tiene lugar de manera predominante en las llamadas “zonas T” en
los ganglios linfaticos, en la zona paracortical, también en médula 6sea y timo). En esta fase, el
linfocito B se pone en contacto con el Ag sin la colaboracion del linfocito T y da lugar a
células plasmaticas que producen Ac de baja afinidad. A la vez ocurre el reordenamiento de los
segmentos V, Dy J.

- Fase T-dependiente (que tiene lugar de forma predominante en los foliculos linfoides) en la cual
en presencia de Agy LTh el linfocito se activa en la zona extrafolicular, y/o bien se diferencia 'y
madura hacia célula plasmatica productora de Ac de alta afinidad por el Ag o bien migra a los
foliculos formando centros germinales. En estos centros tiene lugar la hipermutacion somatica
de las regiones VDJ de las inmunoglobulinas (modulacidon de la afinidad) y la generacion de la

memoria de los linfocitos B.
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2.3. MADURACION DEL LINFOCITO B EN EL GANGLIO LINFATICO.

El linfocito pequefio B es una célula con escaso citoplasma, y nucleo redondo con
cromatina condensada dispuesta en grumos gruesos y con nucleolo no aparente. Constituye la
poblacion celular predominante del foliculo primario y del manto folicular de los foliculos
secundarios.

El linfocito B maduro virgen pre-germinal expresa los antigenos CD19, CD20, CD21,
CD23, CD79/b y la inmunoglobulina de superficie IgD. En los foliculos primarios fetales, los
linfocitos B también expresan los antigenos CD5 y CD10. En el adulto, un pequefio porcentaje de
linfocitos, en este estadio, expresan CD5 y CD43 de manera débil, pero no el antigeno CD10. De
estas células CD5+ pueden existir 2 subpoblaciones: CD23+ y CD23-.

Los linfocitos pequefios B de los mantos foliculares no expresan en su citoplasma cadenas
ligeras de Ig, pero si pueden expresar la proteina bcl-2 (proteina relacionada con la inhibicion de
apoptosis). En el nucleo de estas células no se observa expresion del antigeno Ki67 (proteina
nuclear relacionada con la entrada en el ciclo celular) ni de la proteina bcl-6 necesaria en la
formacion de los centros germinales.

El centroblasto es una célula grande y de citoplasma escaso. El nucleo es redondeado, no
hendido y ocupa la mayor parte de la célula. La cromatina esta adosada a la cubierta nuclear al igual
gue los nucleolos. Constituye, junto con los centrocitos, la poblacién predominante en los centros
germinales de los foliculos secundarios. El centroblasto se origina a partir de los linfocitos
pequefios B del manto folicular. Ademas de CD79a, esta célula expresa en su superficie los
antigenos CD20 y CD10, sin embargo no expresa CD23, CD21, CD5 ni IgD. En su ndcleo expresan
bcl-6, y en un elevado porcentaje, el antigeno Ki67. En el citoplasma no se detecta expresion de
cadenas ligeras de Ig ni de la proteina bcl-2. El centroblasto es el elemento proliferativo de la
extirpe B en el centro germinal y tiene por funcion multiplicar el nimero de células que, durante la
respuesta primaria tardia y la respuesta secundaria, van a responder a un antigeno.

El centrocito es una célula pequefia ovalada de tamafio intermedio y de citoplasma escaso.
El nucleo es ovalado de contornos irregulares, frecuentemente con una hendidura que lo hace
caracteristico, posee una cromatina de textura fina y homogénea y carece de nucleolos aparentes.
Expresan en su superficie los antigenos CD20, CD79a/b y CD10 y en su nacleo expresan la
proteina bcl-6. Ocasionalmente pueden expresar en el nucleo el antigeno Ki67, pero en menor
porcentaje que los centroblastos.

La célula plasméatica es una célula ovalada de tamafio intermedio-grande con citoplasma

amplio y basofilo, con una zona paranuclear mas clara. El nucleo es redondo y excéntrico, y en él,
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la cromatina se dispone en acimulos periféricos con un aspecto caracteristico “en rueda de carro”.
Constituyen una poblacion minoritaria del centro germinal, puesto que sus precursores tienden a
migrar fuera del mismo para diferenciarse en la médula 6sea. Estas células pueden originarse a
partir de diversos precursores de tipo B, entre ellos el centrocito y la célula de la zona marginal. La
célula plasmocitoide es probable que corresponda a una de las formas morfoldgicas intermedias en
este proceso de transicion. Las células plasmaticas y plasmocitoides constituyen el elemento final
en el proceso de diferenciacion de los linfocitos B del centro germinal, y se especializan en la
produccion de anticuerpos de alta afinidad (existen células plasmaticas de otros origenes que
pueden producir anticuerpos no tan selectivos). De las células de extirpe B, las células plasmaticas
se distinguen porque expresan CD28 y PCA-1. CD28 se encuentra en las células plasmaticas
normales y en células mielomatosas. Expresan en su citoplasma el antigeno CD79a, cadenas ligeras
de Ig vy bcl-2, y en superficie los antigenos CD138, CD38 (en una densidad superior a la de
cualquier otra célula hematopoyética) y altos niveles de CD43 y CD85. También pueden expresar

CD30 vy el antigeno EMA (antigeno epitelial de membrana).

2.4. ETIOPATOGENIA Y BIOLOGIA DE LA LEUCEMIA LINFATICA CRONICA B.

En los Gltimos afios, la vision de las caracteristicas biolégicas clasicamente adscritas a la
LLC-B ha cambiado. Inicialmente se asumidé que las células de la enfermedad derivaban de
linfocitos B inmaduros inmunolégicamente incompetentes y que tenian una conducta inerte.
Posteriormente aparecieron otras hipdtesis que sugirieron que estas células derivaban de linfocitos
maduros, inmunoldégicamente competentes y que presentan dafios genéticos que implican
alteraciones en la apoptosis, explicando asi que la LLC-B sea una enfermedad acumulativa
(Caligaris-Cappio F. y cols, 1.999). Recientes avances han demostrado que la estimulacion
antigénica, mediando factores inductores y promotores, puede originar la expansion clonal y
determinar el curso clinico de la enfermedad, sin implicar alteraciones en las vias de la apoptosis
(Ferrarini M. y Chiorazzi N., 2.004; Chiorazzi N. y cols, 2.005).

En la etiopatogenia de la LLC-B también se ha implicado la existencia de un estado de
inmunodeficiencia adquirida en el que tendrian un papel clave las anomalias en la interaccion de las
células T y los linfocitos B neoplasicos (William G. y cols, 1.999; Thomas J. y cols, 2.000); y las
alteraciones en la angiogénesis (Molica S. y cols, 2.002; Kini AR. y cols, 2.000).

En la siguiente tabla se refleja la evolucién sobre el conocimiento de la LLC, desde la

vision mas clésica hasta las teorfas mas actuales.
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Tabla 1. Comparacion de la vision histérica y actual de la LLC.

Vision historica

Vision actual (altimos 10 afios)

Enfermedad clinicamente heterogénea con un origen

celular homogéneo.

Enfermedad clinicamente heterogénea que se origina
de linfocitos B que pueden diferir en activacion,
maduracion, estado o subgrupo celular.

Derivada de linfocitos B virgenes.

Derivada de linfocitos B antigeno experimentados

que difieren en el nivel de mutaciones de IgvVH

Acumulacién de células leucémicas por defectos en

la apoptosis

Acumulacion de células leucémicas debida a una
sefial del micro-ambiente sobre un subgrupo de
células leucémicas a través de una variedad de

receptores y ligandos.

Enfermedad de acumulacién

Enfermedad de acumulaciéon con un alto nivel de

proliferacion previamente no reconocido

Marcadores  prondstico  permiten  estratificar

pacientes pero no el curso clinico de la enfermedad.

Nuevos marcadores moleculares y proteinas

identifican pacientes con diferente riesgo lo que

permite distinguir el curso clinico de la enfermedad.

Terapia basada en la clinica.

Nuevas evidencias biologicas proporcionan la base

para el desarrollo de agentes terapéuticos efectivos.
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A continuacién vamos a describir dos de las hipdtesis mas aceptadas que existen en la
actualidad con los respectivos mecanismos que determinan la expansion clonal y la influencia que

ejercen sobre el curso clinico de la enfermedad de estos pacientes.

2.4.1. Hipdtesis proliferativa.

Como hemos comentado previamente trabajos recientes han demostrado que las
propiedades celulares y la estimulacion antigénica pueden dictar el tipo de expansion clonal y
determinar el curso clinico de esta enfermedad, sin producir alteraciones en la apoptosis como hasta
ahora se habia creido, sino alterando la proliferacion celular mediante diversos factores inductores
y promotores, los cuales mencionaremos en apartados posteriores (Ferrarini M. y Chiorazzi N.,
2.004; Chiorazzi N. y cols, 2.005).

2.4.1.1. El linfocito B normal.

El linfocito B adquiere competencia inmunoldgica en la médula 6sea. En su membrana
presentan unas moléculas de caracter proteico, resultado de un reordenamiento genémico. Estas
proteinas (Igs) sirven como receptor de la célula B (RCB). Como hemos comentado en un apartado
anterior, la probabilidad de que dos células lleven a cabo el mismo reordenamiento es
practicamente nula, y por lo tanto supone una base tedrica muy fiable para poder distinguir unos
linfocitos de otros.

Cuando un antigeno de adecuada afinidad se une al receptor, la célula entra en el centro
germinal del foliculo linfoide donde, como centroblasto, es rapidamente dividida y los genes de la
fraccion variable de las Igs son sometidos a hipermutacion somatica. En este proceso se producen
mutaciones de los genes de V4 DJy y V. Ju que codifican el lugar de union del receptor. A través
de esas mutaciones, el receptor de las células desencadenantes, llamadas centrocitos, adquieren
nuevas propiedades con el fin de aumentar su afinidad. Cuando la unién entre un Agy el RCB es
afin se produce una proliferacion celular mientras que cuando no es asi, la célula es eliminada.

La estimulacion de la célula B normalmente requiere la ayuda de los linfocitos T. Esto
ocurre en el centro germinal. Sin embargo, el proceso puede proceder sin células T y fuera del
centro germinal, en la zona marginal de los foliculos linfoides en respuesta a carbohidratos de
bacterias encapsuladas y virus. Ambos mecanismos permiten el desarrollo de células plasméticas o

células B memoria (Figura 3).
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Fig3. Evolucion de la célula B tras contacto antigénico (Stevenson F. y cols; Blood, 2.005).
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A la vez que ocurre la activacién de la célula B, las proteinas de la membrana de la célula
cambian. Esto ayuda a la célula B a interactuar con otras células y mediadores solubles, y asi la
célula se incrementa en nimero, o bien madura a célula plasmética productora de Ac. Una de las
moléculas de superficie que estad implicada en la interaccion y diferenciacién de la célula B es el Ag
CD38, que ante ciertas circunstancias aumenta la sefial de los receptores de la célula B y manda
sefiales que regulan la apoptosis de la misma.

Las sefiales recibidas a través del RCB son transferidas al nicleo por una cascada de
moléculas que interactlan y cuya estructura es modificada temporalmente durante el proceso. Estas
modificaciones implican la unién de un grupo fosfato a tirosinas mediante enzimas especificas. Las
enzimas implicadas son miembros de la familia Src de proteinas tirosin-kinasa. Para los linfocitos

T, la proteina tirosin-kinasa ZAP-70 es crucial con una actividad similar.

24.1.2. Factores inductores en LLC.

Las translocaciones cromosémicas que comprometen a oncogenes frecuentemente causan
linfomas B. Sin embargo la LLC-B es un caso especial porque estas translocaciones son raras y
todavia no ha sido identificada una mutacion especifica. Sin embargo, la naturaleza monoclonal de
los linfocitos B que proliferan en esta enfermedad implica que deben existir lesiones en el clon

progenitor aunque aun no estan definidas.
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Fig4. Comparacion de las vias de maduracion de la célula B (Chiorazzi N. y cols; The New
England Journal of Medicine, 2.005).
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Las alteraciones citogenéticas son raras en el clon leucémico al inicio de la enfermedad y
por lo tanto es probable que no sean factores inductores. Sin embargo algunas aparecen cuando la
enfermedad progresa. La lesion citogenética mas comun es una delecion en 13g14.3, que ocurre en
mas del 50% de los casos. Esta region delecionada cuenta con 2 genes micro-RNA. Estos son
fabricados normalmente por células, incluidos los linfocitos B y regulan la funcién de muchos
genes, algunos de los cuales pueden tener relevancia en el cancer y en particular en la LLC-B.
Ambos genes micro-RNA son suprimidos o regulados en la mayoria de los casos. La presencia de
esta delecion podria conferir a la clona leucémica una ventaja selectiva por predisponer a
mutaciones adicionales.

Las alteraciones citogenéticas con peor prondstico son las deleciones en 11g22-23, 17p13y
6921 (Dohner H. y cols, 2.000). Aunque los genes que estan implicados en estas lesiones son
desconocidos, se conoce que p53 esta relacionado con la delecion de 17p13 y el gen ATM (ataxia-

telangiectasia) con la delecion 11g22-23. Ambos genes estan implicados en la regulacion de la
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apoptosis y su alteracion conferiria resistencia a la quimioterapia. Estas deleciones son
relativamente frecuentes en casos no mutados de LLC con mal prondstico.

El gen TCL-1, localizado en 14g32.1 e implicado en la patogenia de la leucemia
prolinfocitica de células T, también se expresa en la leucemia linfatica cronica. En ratones, este gen
ha sido sobreexpresado mediante manipulacion genética desarrollando una leucemia o un linfoma
de células CD5+ que recuerdan a la leucemia linfatica crénica. Aunque TCL-1 es un atractivo
candidato como factor inductor, alteraciones de éste o su regulacion todavia no han sido
identificadas en pacientes con LLC.

24.1.3. Factores promotoresen LLC.

En los Gltimos afios, nuevas evidencias sugieren gque la estimulacién antigénica, junto con la
interaccién con células accesorias y citoquinas, son un factor promotor que estimula la proliferacion
de la célula de la LLC-B y permite evitar la apoptosis. Estos efectos promotores pueden diferir en

los distintos subgrupos de LLC-B y nos permiten entender la disparidad en los resultados clinicos.

2.4.1.3.1. El receptor de la célula B.

Diversos estudios sugieren que la LLC-B se origina en linfocitos B especificos que
expresan un repertorio restringido de receptores de célula B (RCB). Ademas, aunque no existe una
explicacion precisa, se presupone que la expansion clonal es apoyada por sefiales del microambiente
a la célula a través de este RCB. Estos receptores son estructuralmente muy similares, por lo tanto
los Ag que tienen afinidad por éstos, también son similares y relevantes en la patogenia de la
enfermedad. La anomalia desencadenante podria ser una estimulacion repetida de antigenos. Estos
Ag promotores son desconocidos, pero es probable que sean virus latentes o bacterias, es decir se
postula que la LLC-B podria resultar, directa o indirectamente de infecciones especificas de manera
similar a lo que ocurre en los Linfomas gastricos con el Helicobacter pylori. Alternativamente,
antigenos del medio ambiente o auto-Ag también podrian conducir a una expansion clonal. Este
mecanismo es admisible para las formas no mutadas y algunos casos de formas mutadas; es decir
que ambos subgrupos derivan de células con experiencia antigénica a diferencia de lo que se
pensaba hasta ahora, de que los linfocitos de la LLC-B derivaban de células virgenes en las formas
no mutadas y de células memoria en las formas mutadas.

El RCB es la “clave” que determina la conducta de la célula B y es inusual que se una a un

solo ligando. Los niveles de unién al RCB también varian, siendo modulados por la valencia
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antigénica y la densidad y la organizacion del epitope. Por otro lado, el umbral requerido para que
se produzca una transmision efectiva también difiere de acuerdo al estado de diferenciacion celular,
de manera que las células virgenes requieren una mayor concentracion de antigeno que las células
memoria para iniciar la respuesta. En realidad, la forma de union al RCB puede determinar si la
respuesta es T Independiente o requiere de estas células T. Cuando éstas intervienen, la
proliferacion y diferenciacion pueden suceder. Si no es asi, ocurre apoptosis 0 anergia (experiencia
antigénica previa).

Para generar expansion, la union Ag-RCB debe originar una transduccidn eficiente hacia el
nucleo. En las formas no mutadas, la unién del Ag al RCB IgM puede iniciar la transduccién. En las
formas mutadas, la estimulacion del RCB puede ser menos eficiente o no ocurrir por:

- Incapacidad innata

- Anergia.

- Cambios en la estructura del RCB causadas por mutaciones somaticas o por incapacidad de las
células para establecer contacto con el Ag.

- Reduccién del niimero de moléculas RCB,

- Desacoplamiento del RCB con moléculas accesorias necesarias para la transduccion efectiva.

- Mutaciones en tales moléculas accesorias.

Una vez iniciada la transduccién, los linfocitos B progresan en el ciclo celular o entran en
apoptosis. La estimulacion de un RCB IgM puede originar sefiales pro o antiapoptéticas, mientras
que si es IgD invariablemente es antiapoptotica.

El balance final de todos los estimulos recibidos probablemente determine el crecimiento
del clon maligno in vivo, por lo tanto el tipo de crecimiento de una proporcion de casos de LLC-B
es un modelo dindmico donde las células activadas por una sefial a través del RCB son

predispuestas a proliferar o a la apoptosis.

2.4.1.3.2. Otros factores promotores.

También han sido implicadas en la estimulacion antigénica, células de contacto o factores
solubles que posiblemente propaguen el crecimiento de las células leucémicas. Asi, las sefiales
producidas por CD38 e IL-2 inducen proliferacion y prolongan la supervivencia de una
subpoblacion de células de LLC-B. Este antigeno CD38 funciona como un receptor en las células
leucémicas asociado con el complejo RCB/ CD19. Un trabajo realizado por Deaglio S. y cols, en el
afio 2.005, ha demostrado que la unién de CD38 con su ligando CD31 forma parte de una red de

comunicacion entre células neoplésicas y células no neoplasicas. Ademas, la interaccion CD38/
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CD31 permite que se incremente la proliferacion de células leucémicas mediante una cooperacion
directa con CD100, un receptor de superficie miembro de la familia de las semaforinas que
interactla con CD72 y con plexina-B1 (ligando expresado por células endoteliales y estromales).
Por lo tanto, la expresion de estos marcadores representa un elemento desfavorable en la evolucién
de la enfermedad. Por Gltimo en este estudio, se ha objetivado un significante incremento de las
células de la LLC-B CD38+/ CD100+ que interactian con las células “nurse-/ike”. Estos resultados
proporcionan la primera evidencia de interaccion entre CD38 y CD100 en la LLC-B y de CD31 y
plexina-B1 en el estroma.

Por otro lado, las células T u otras células que expresen CD40 apoyan el crecimiento de las
células de la LLC-B al igual que las citoquinas como la IL-4, IL-8, IL-13, IL-15 y el VEGF;
guimoquinas como SDF-1 o genes antiapoptéticos como bcl-2, survivina y Mcl-1. Por lo tanto, el
crecimiento del clon dependeria de una variedad de interacciones con el medio ambiente que
pueden ser responsables del cambio del curso clinico.

Este crecimiento también puede variar en los diferentes compartimentos del organismo. Por
ejemplo, la proliferacion celular puede estar aumentada en los pseudofoliculos, estructura detectada
en la médula 6sea y nodulos linfoides de pacientes con LLC-B. Los pseudofoliculos aparentemente
tienen la funcién de facilitar el encuentro entre la célula maligna y las diferentes células accesorias.
Por el contrario, la proliferacion puede ser dificil en la sangre periférica debido a la ausencia de
interacciones celulares. Por lo tanto, las células estromales y células nurse-like tienen una funcion

activa y estan relacionadas con los casos de LLC-B de peor pronostico.

24.1.4. Crecimiento y evolucion de las células de la LLC-B.

Todas estas consideraciones sugieren un modelo con el cual se pueden construir futuras
hipétesis. Este modelo excluye un defecto intrinseco de la apoptosis en todos los miembros del clon
leucémico. Si la division celular continda, facilitada por sefiales externas o no, los niveles de
recambio celular “in vivo” pueden bastar para promover el desarrollo y crecimiento de subclones

con nuevas lesiones genéticas y con una ventaja proliferativa.
2.4.15. Desarrollo de LLC-B a partir de un linfocito B normal.
La mayoria de los linfocitos B normales sin la mutacion de los genes de las cadenas pesadas

producen anticuerpos capaces de unirse a multiples antigenos dando lugar a la primera linea de

defensa contra microorganismos.
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Las formas no mutadas se originan fuera del centro marginal, en la zona marginal sin
interaccion de linfocitos T cooperadores ni células accesorias. La expansion ocurre cuando una
celula B ha desarrollado una anomalia genética (lesion inductora) que le permite escapar del control
de su prole. La conversion leucémica ocurrird tras estimulaciones repetidas del RCB por auto o alo-
antigenos y eventualmente tras la aparicion de nuevas alteraciones genéticas.

Un mecanismo similar puede ocurrir en las formas mutadas, porque las mutaciones de las
cadenas pesadas pueden ocurrir sin la ayuda de las células T, fuera del centro germinal, pudiendo
ser sometidas a auto-reactividad. Tal expansion podria detenerse si las mutaciones de los genes de
las cadenas pesadas alteraran la estructura de los RCB de manera que desapareciera la estimulacién
antigénica, lo que se ha denominado “ignorancia clonal”.

Es dificil deducir el origen de la célula de la LLC, sin embargo, ciertas caracteristicas
funcionales de la célula pueden ayudar a delinearlo. La célula B normal que produce, como se ha
indicado previamente, auto-anticuerpos y anticuerpos contra carbohidratos de bacterias y virus
reside en la zona marginal. Es posible que las células B de la zona marginal sean los precursores
tanto de las células mutadas como no mutadas porque los receptores de la célula de la LLC son
estructuralmente similares a esos que reaccionan con auto-antigenos y microorganismos.
Alternativamente, las células de la forma mutada podrian originarse en células B estimuladas, T
dependientes que han pasado a través del centro germinal.

Otros potenciales precursores son las células B1 que comparten caracteristicas con las
células de la zona marginal, con células pre-B inmaduras y con células B transicionales que pueden
también expresar receptores auto-reactivos. Las células transicionales B rutinariamente salen de la
médula dsea y atraviesan la circulacién hacia el tejido linfoide solido. Una alteracion genética
podria permitir que alguna de esas células sobreviviera y fuera sensible a auto-antigenos
produciéndose una transformacion leucémica en las células no mutadas.

Como hemos comentado previamente ambos trabajos (Ferrarini M. y Chiorazzi N., 2.004;
Chiorazzi N. y cols, 2.005) sugieren que las dos formas (mutadas y no mutadas) derivan de células
con experiencia antigénica a diferencia de lo que se pensaba hasta ahora, que los linfocitos de la
LLC-B procedian de células virgenes en las formas no mutadas y de células memoria en las formas
mutadas. La estimulacion antigénica, ademés de ocurrir antes de la transformacion, puede continuar
ejerciendo su efecto en las células transformadas, promoviendo su supervivencia y expansion.

A continuacion exponemos el papel de los factores promotores en la evolucion del clon
leucémico:

1. Expresion de los marcadores de activacion de las células de la LLC-B.
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El fenotipo de las células de la LLC-B es el de una célula B activada. Las células de la
LLC-B expresan CD27, un marcador de activacion y de célula memoria B. También hay variacion
en la expresion de CD69b que se muestra con méas intensidad en las células de los casos no
mutados, mientras que CD71 es méas abundante en los casos mutados. CD38, marcador de
activacion de las células B, también es predominantemente expresado en la forma no mutada.

2. Longitud de los telémeros.

La longitud de los telémeros de las células de la LLC-B es mas corta que en las células B
CD5+, lo que indica una mayor replicacion en las células leucémicas. Ademas los telémeros de las
formas no mutadas son significativamente mas cortos que los de las formas mutadas, lo que sugiere
una mayor actividad proliferativa en este grupo. Finalmente, la actividad telomerasa de las células
de las formas no mutadas es mayor.

3. Recambio celular leucémico in vivo.

El tiempo de doblaje linfocitario, una medida del porcentaje de replicacién del clon maligno
y que tiene un valor pronoéstico, parece inadecuado para determinar el modelo de crecimiento del
mismo, ya que la expansion y supervivencia del clon leucémico es un proceso dindmico que puede
estar regulado por lesiones citogenéticas.

4. Aparicion de nuevas lesiones genéticas.

Por ultimo, la aparicion de nuevas lesiones genéticas también puede apoyar la teoria de la
proliferacion. La delecion 13g14.3 representa un caso especial porque ocurre en mas del 50% de los
casos siendo en algunos de ellos en estadios tempranos de la enfermedad. Las deleciones 11g22-23,
17p13, 6921 y la trisomia 12 son observadas en una proporcién variable y usualmente se presentan
en un pequefio subclon, particularmente en los estadios iniciales de la enfermedad. Sin embargo,
estos subclones pueden expandirse y hacerse dominantes proporcionando un crecimiento aventajado
de las células leucémicas. En ausencia de movimiento celular tal ventaja puede ser insignificante.

A continuacién resumimos el modelo del desarrollo y evolucion de las células de la LLC-B.
(Chiorazzi N. y cols, 2.005) (Figura 5):

1. Lainteraccion entre un antigeno y el RCB induce una amplificacion clonal.

2. Si la interaccion entre un antigeno y el RCB ocurre en un linfocito B con factor inductor, la
lesion inicial provocada en esa célula proporciona una ventaja proliferativa de ésta sobre
otros clones estimulados por el mismo u otro antigeno.

3. En la forma no mutada al no existir lesién en los genes de la cadena variable, continta
produciéndose la misma estimulacion. Por el contrario, en la forma mutada, dicha mutacion
puede modificar la unién al antigeno o autoantigeno quedando la célula B inactivada o

quedando anergica por la estimulacién excesiva.
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4. Posteriormente lesiones adicionales a nivel de ADN causan que la célula cruce el limite de
“normalidad” a “leucemia”.

5. Diferencias en la sefial realizada a través del RCB y otros receptores determinan la
extension de la expansion clonal. La aparicion de nuevos cambios genéticos (delecidn en
13q, 11q y 17p o duplicacion del cromosoma 12) puede originar la aparicion de subclones

que determinen el curso de la enfermedad.

Fig5. Modelo del desarrollo y evolucion de las células de la LLC-B (Chiorazzi N. y cols, The
New England Journal of Medicine, 2.005).
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Este modelo dinamico propuesto por Ferrarini y Chiorazzi contrasta con la vision general
mantenida hasta ahora de que la LLC-B era una enfermedad acumulativa caracterizada por un

defecto en la apoptosis.
2.4.2. Resistencia a la apoptosis.

La muerte celular programada o apoptosis es un proceso biolégico imprescindible para el
correcto desarrollo y funcionamiento del organismo. Este proceso esta altamente controlado para

mantener la homeostasis en el organismo, ya que los desajustes, tanto por exceso como por defecto,

conllevan diferentes tipos de enfermedades. En los ultimos afios se ha avanzado mucho en su
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conocimiento. Existen dos vias en la induccién de la apoptosis: la via mitocondrial (intrinseca) y la

via inducida por receptores de muerte (via extrinseca).

2.4.2.1. Via intrinseca o mitocondrial.

La via intrinseca estda modulada por las proteinas de la superfamilia Bcl-2. Su activacion
produce una pérdida de potencial de membrana mitocondrial, la salida de varias proteinas, como el
citocromo C, de la mitocondria y la activacion citosolica de proteasas (caspasas) que inducen la
apoptosis. Actualmente se conocen 20 proteinas de la superfamilia Bcl-2. Todas ellas contienen por
lo menos uno de los dominios conservados conocidos como Bcl-2 homology domains (BH1 a BH4).
Se dividen en tres grupos de acuerdo con su estructura y funcién: a) proteinas antiapoptoticas, que
contienen por lo menos el dominio BH1 y BH2: Bcl-2, Bcl-xl y Mcl-1; b) proapoptéticas
multidominio, que contienen los dominios BH1, BH2 y BH3: Bax, Bak, Mtd y Bcl-xs); y ¢)
proteinas “solo BH3”, de las cuales se han identificado 10 subtipos y no pueden ejercer su accion
apoptotica en ausencia de Bax y Bak. EI mecanismo de accién de Bcl-2 es desconocido, pero se han
descrito diversos mecanismos. Se postula que pueden formar heterodimeros entre las formas
antiapoptoticas y proapoptéticas y estas uniones anularian su funcionalidad. De esta manera, un
cambio en los niveles de proteina que modifiquen la proporcién relativa, como la descrita para el
heterodimero Bcl-2/ Bax, pueden explicar el efecto regulador sobre la apoptosis. Igualmente se han
descrito cambios en su localizacion subcelular. La mayoria de proteinas de la familia de Bcl-2
tienen un dominio de anclaje a membrana. Bcl-2 se localiza en la membrana mitocondrial externa,
en la membrana nuclear y en el reticulo endoplasmatico. En cambio, Bid, Bad, Bax y Bim se
localizan principalmente en el citosol, y en respuesta a estimulos apoptéticos, se translocan a la
mitocondria. Los cambios de localizacion pueden ser debidos a cambios de conformacion u
oligomerizacion, como ocurre con la proteina Bax, a cambios en su estado de fosforilacion descrito
en la proteina Bad o por proteolisis como ocurre en la proteina Bid. Otra hipétesis es que algunas
proteinas de la familia del Bcl-2, como, por ejemplo, Bcl-xl, Bcl-2 y Bax pueden formar canales
idnicos. Todas estas propiedades que ejercen los miembros de la familia Bcl-2 son cruciales en el
mantenimiento de la integridad mitocondrial y para la regulacién de la via intrinseca de la
apoptosis.

Diversos estudios en LLC-B han demostrado la implicacion de proteinas de la familia Bcl-2
en el mecanismo de muerte celular programada, existiendo sobre-expresion de las proteinas anti-
apoptéticas Bcl-2 y Mcl-1, y una baja expresion de las proteinas pro-apoptdticas Bax y Bcl-xs.

También se ha demostrado que un cociente elevado Bcl-2/Bax esta relacionado significativamente
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con enfermedad refractaria al tratamiento, progresion de la enfermedad y corta supervivencia
(Keating MJ., 1.999). De igual modo, otros trabajos han puesto de manifiesto que el tratamiento de
la LLC-B con dexametasona, fludarabina o el esquema quimioterdpico que asocia fludarabina,
mitoxantrone y ciclofosfamida (FMC) induce cambios de conformacion u oligomerizacion de Bax y
Bak. Estos cambios suponen una translocacion que expone el terminal NH, y el terminal hidréfobo
COOH- a la mitocondria y preceden a la disfuncion mitocondrial y a la activacién de las caspasas; y
son independientes de la activacion de P53. Ademads, los analogos de las purinas inhiben la ADN
polimerasa y la ribonucle6tido reductasa, promoviendo la apoptosis (Molica M. y cols, 2.003).

Como consecuencia de las proteinas proapoptéticas, “sélo”-BH3 y de Bax/ Bak se produce
la liberacion al citosol del citocromo c. Este se une a la proteina adaptadora Apaf-1 formando un
complejo llamado apoptosoma que recluta a una cistein-proteasa denominada caspasa 9 en la cual
se produce un cambio conformacional que provoca su activacion y el inicio de una serie de
reacciones proteoliticas conocidas como la “cascada de las caspasas”. Las caspasas activadas
ocasionan la rotura controlada de las proteinas y estructuras celulares, desmontando ordenadamente
la célula y dando lugar al fenotipo apoptético. Las caspasas son, por lo tanto, las principales
ejecutoras de la apoptosis. Las alteraciones en la familia de las caspasas, a su vez moduladas por la
familia Bcl-2 (Voutsadaki IA. y cols, 2.000; Shimmer AD. y cols, 2.003), se han implicado en la
inhibicién de la apoptosis. En este sentido, existen estudios con inmunotoxinas (BL22 o HA22) que
han demostrado que éstas inducen la apoptosis a través de las caspasas produciendo un dafio en la
mitocondria (Decker T. y cols, 2.004)

En el proceso de la apoptosis, ademas de citocromo c, las mitocondrias liberan la proteina
Smac/Diablo. Smac/Diablo se une a unas proteinas que son inhibidores endégenos de las caspasas
(IAP) y asegura que dichas proteinas no intenten parar el proceso apoptético en curso. Otros
factores como la despolarizacion de la mitocondria produce también la liberacion del Factor
Inductor de Apoptosis (AIF) y de la endonucleasa Endo G. Igualmente estan siendo investigados
inhibidores de la proteina cinasa C por su potente induccién a la apoptosis, mediada por su accién

sobre las caspasas (Snowden RT. y cols, 2.003).

2.4.2.2. Apoptosis mediada por receptores (via extrinseca).

En esta via la apoptosis se induce tras la unién de una proteina extracelular (mensajero
mortal) a su receptor. Estos receptores pertenecen a la superfamilia del receptor del TNF. La ruta

mejor conocida es la iniciada por el ligando de Fas (FasL), una proteina de membrana que induce

apoptosis tras su union a su receptor, Fas. Tras su ligacion y oligomerizacion, Fas se une a la
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proteina adaptadora FADD, gue a su vez se une a la caspasa 8. Esto produce una autoactivacion
proteolitica (Naval J. y cols, 2.004).

Otros estudios recientes sobre el receptor P2X7, un canal i6nico de membrana relacionado
fundamentalmente con el trafico de ATP e implicado en la apoptosis, han sugerido su contribucion
en la patogenia de la enfermedad. EI gen de este receptor se localiza en el cromosoma 12, sin
embargo no se ha encontrado asociacién entre la trisomia 12 y el genotipo P2X7, ni influencia de
este receptor en el curso clinico de la enfermedad (Zhang LY. y cols, 2.003).

Finalmente, mutaciones en el gen P53 y en el gen ATM también se han relacionado con la
resistencia a la apoptosis (Wattel E. y cols, 1.994; Dohner H. y cols, 1.995) y con resistencia celular
a la apoptosis inducida por ciertos tratamientos quimioterapicos. Como hemos comentado en el
apartado anterior, existe un gen localizado en 14g32.1, el gen Tcl-1 que aunque esta implicado en la
patogenia de la leucemia prolinfocitica T y es expresado por las células de la LLC, no ha sido
todavia incluido como factor inductor de esta enfermedad (Herling M. y cols, 2.006).

En resumen, el conocimiento de los mecanismos moleculares que intervienen en el control

de la apoptosis puede ser basico para el desarrollo de nuevas terapias mas especificas y selectivas.

2.4.3. Inmunodeficiencia. Anomalias en la interaccion de las células T y los linfocitos B

neoplasicos.

En la LLC-B existe un estado de inmunodeficiencia con maltiples manifestaciones; en este
sentido, la hipogammaglobulinemia, es un hallazgo clésico y la expresion méas evidente de este
trastorno, apareciendo entre un 20 y un 60% de los pacientes. El estado inmunodeficiente de la
LLC-B tiene un origen multifactorial en el que estan implicados:

- Anomalias funcionales de las células B implicadas en su interaccion con las células T. A este
respecto, se ha demostrado que existen alteraciones tanto en el receptor de las células B (Slg),
como en CD40 y CD95, de manera que la célula leucémica no responde adecuadamente a
estimulos externos ni al control por parte de los linfocitos T. Ademas la interaccion entre el
antigeno CD40 y su ligando CD154 es anémala.

- Infiltracion masiva de la médula dsea.

- Alteracion de las subpoblaciones linfocitarias T. En este sentido, cabe recordar que se ha
observado que el cociente CD4/ CD8 normal esté relacionado con un curso indolente de la
enfermedad (Guarini A. y cols, 2.003).

- La actividad supresora de las células NK (Villamor N. y cols, 1.989; Ziegler HW. y caols,
1.981).
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- Intervencion de citocinas (IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, TNF). Niveles elevados de IL-8 se han
correlacionado con otros factores prondstico tales como el estadio clinico segin RAI y los
niveles de Beta-2-microglobulina, y estd asociado con un incremento en el riesgo de
mortalidad; en relacion a ello, se ha postulado el papel terapéutico de los inhibidores de IL-8
(Wierda WG. y cols, 2.003).

- Anomalias en el complemento y la funcidn granulo-monocitaria.

2.4.4. Angiogénesis.

En cuarto lugar han sido involucrados trastornos de la angiogénesis, existiendo un
desequilibrio en la produccién de factores angiogénicos por parte de las células leucémicas. La
angiogenesis esta influenciada por una serie de factores donde estan incluidos las citoquinas, la
matriz extracelular y otros componentes celulares, incluidos los pericitos. Ha sido demostrada la
correlacion entre la densidad de vasos sanguineos en médula 6sea y el estadio clinico (Kini AR. y
cols, 2.000). Otros estudios han observado un aumento de factores pro-angiogénicos y una
correlacion entre factores vasculares y la supervivencia (Molica S. y cols, 2.002).

El factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) es un estimulador de la angiogénesis y
se cree gque es un mediador importante en la angiogénesis tumoral. Se han realizado trabajos donde
pacientes, con estadio A de Binet o I-Il de Rai, con niveles mas elevados de este factor que la
media, tienen una supervivencia libre de progresion significativamente mas corta; en este sentido se
ha postulado que su evaluacion podria contribuir a discriminar pacientes de alto riesgo en estadios
precoces de la enfermedad (Molica S. y cols, 1.999). Ademas se ha mostrado que las células de la
LLC-B secretan espontaneamente este factor (Kay NE. y cols, 2.002; Chen H. y cols, 2.000) y
expresan receptores de membrana para el mismo, lo que ha permitido observar que al bloquear la
fosforilacion de este receptor se suprime la produccién de VEGF y con ello se induce a la apoptosis
(Lee YK. y cols, 2.004).

Por otro lado ocurre una liberacion de factores del estroma (Factor de crecimiento basico
fibroblastico y Factor derivado del estroma) que interactan con quimiocinas del grupo CXCR3
inhibiendo la apoptosis y promoviendo la acumulacion de células en la médula 6sea, lo que revela
la importancia del microambiente donde se desarrolla la célula de la LLC en la patogenia de la
enfermedad.

Un reciente estudio sugiere que los niveles de angiogenina en suero de pacientes con LLC-
B pueden predecir el curso clinico en estadios precoces de la enfermedad ayudando por tanto a la

estratificacion de estos pacientes (Molica S. y cols, 2.004).
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En el momento actual, se desconoce hasta que punto los factores enunciados anteriormente
son un mecanismo activo en el desarrollo de la enfermedad o son un epifendmeno de las

alteracidnes causantes de las misma.

2.5. HALLAZGOS BIOLOGICOS CON VALOR PRONOSTICO EN LA LEUCEMIA
LINFATICA CRONICAB.

Como hemos comentado previamente, existe una gran heterogeneidad en el curso clinico
de la enfermedad. Algunos pacientes con LLC-B sobreviven durante décadas después del
diagnostico inicial 'y nunca requieren tratamiento, mientras que otros evolucionan
desfavorablemente, con supervivencias inferiores a los ocho afios. A consecuencia de ello, la
busqueda de indicadores prondésticos de la enfermedad ha sido una constante desde mediados del
siglo pasado. En este sentido, Rai y cols en 1.975, y posteriormente Binet y cols en 1.981, crearon
sistemas pioneros de estadiaje basados en sintomas, signos Yy datos elementales de laboratorio,
permitiendo asi clasificar por primera vez a los pacientes en categorias distintas de una manera
efectiva.

El hallazgo de factores prondstico ha permitido la discriminacion de pacientes en
categorias de riesgo. Ademas de los estadios de Rai y Binet, otros factores pronéstico tradicionales
como el sexo, la edad y la cinética tumoral (tiempo de doblaje linfocitario) y otros parametros
serolégicos como B2-microglobulina, LDH, timidin-kinasa y CD23 han sido considerados. Méas
recientemente, factores inmunofenotipicos, citogenéticos y moleculares han permitido precisar estos

grupos prondstico. Revisaremos a continuacion con mas detalle estos aspectos.

2.5.1. Factores clasicos: Estadiaje clinico, tiempo de doblaje linfocitario, patron de

infiltracion en la biopsia 6sea, B2 microglobulina.

El estadiaje clinico propuesto por Rai y cols, en 1.975 y, posteriormente por Binet y cols, en
1.981, basado en la carga tumoral fue el primer sistema de estratificacion con valor prondstico en
LLC. Este sistema estaba basado en la presencia de adenopatias, organomegalias y citopenias. Rai y
cols demostraron la correlacion entre el estadio clinico y la supervivencia. A pesar de ello se ha
encontrado una significativa heterogenicidad en la conducta clinica de los pacientes dentro de un
mismo estadio. Otros factores demogréficos y clinicos, como la edad, el sexo o el estado general del

paciente, también han sido estudiados sin encontrar una relacion significativa con el pronéstico.
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El tiempo de doblaje linfocitario (TDL) se calcula determinando el nimero de meses en el
que se duplica el recuento de linfocitos. Los pacientes con un TDL menor o igual a 12 meses tenian
una mediana de supervivencia de 61 meses, mientras que ésta no era alcanzada por los pacientes
con un TDL mayor de 12 meses (Montserrat E. y cols, 1.986). Aunque otros trabajos han
confirmado la utilidad de este pardmetro para pacientes en estadios precoces, se ha debatido por una
parte, que su evaluacién se hace de manera retrospectiva y, en segundo lugar que puede estar
influenciada por otros factores del huésped (tratamiento, procesos infecciosos, ...). Ademas, el TDL
puede variar bastante en el tiempo.

El aspirado de médula dsea de los pacientes con LLC-B revela en la gran mayoria de los
casos infiltracién por elementos linfoides. En este sentido, en la biopsia 6sea se han definido 4
patrones de infiltracion 6sea: nodular, intersticial, mixto y difuso. Los tres primeros se observan en
las fases iniciales de la enfermedad y el difuso en las mas avanzadas. El estudio clasico de Rozman
y Montserrat demostrd que el patron de infiltracién 6sea tiene valor predictivo, de manera que un
patrén difuso se asocia a peor pronéstico con mayor probabilidad de progresion y supervivencia
mas corta independientemente del estadio clinico (Rozman C. y cols, 1.981 y 1.984).

La B2-microglobulina es un marcador que se correlaciona con la masa tumoral y el estadio
clinico en pacientes diagnosticados de LLC-B. Existen estudios donde se ha demostrado que la 32-
microglobulina es un fuerte predictor de supervivencia. Sin embargo, su papel en el manejo de

pacientes en estadios precoces no esta bien definido (Keating M. y cols, 1.995).

2.5.2. Enzima timidin-kinasa.

Esta enzima estd implicada en la sintesis de DNA, siendo un marcador de proliferacion
celular. Estudios iniciales observaron que niveles elevados de timidin-kinasa estaban relacionados
con un estadio avanzado y progresion de la enfermedad (Kallander CF. y cols, 1.984), de manera
que los pacientes podrian dividirse en dos grupos prondsticos en funcion de los niveles iniciales de
esta enzima. Posteriormente otros trabajos han demostrado que existe correlacion de esta enzima
con otros factores como el estado mutacional de las cadenas pesadas de los genes de las
inmunoglobulinas (Magnac C. y cols, 2.003), asi como con los niveles séricos de LDH y de B2-
microglobulina, siendo los niveles de esta enzima predictivos de supervivencia y respuesta al
tratamiento (Levy V. y cols, 1.999; Di Raimondo F. y cols, 2.001). Por lo tanto seria un potencial

marcador prondstico.

41



2.5.3. Estudios inmunofenotipicos.

25.3.1. Score inmmunofenotipico.

El elemento clave para el diagnostico de la LLC-B es la existencia de una linfocitosis
absoluta (> 5.000 linfocitos/wL), monoclonal y con un inmunofenotipo (IF) caracteristico que
ademas de la expresion de CD19, CD5 y CD23, conlleva la expresion de otros antigenos con un
perfil caracteristico; asi en los casos tipicos CD20, CD22, CD79b y las inmunoglobulinas de
superficie se expresan con menor densidad que en cualquier otro linfocito B maduro, mientras que
el antigeno definido por FMC7 no se expresaria. Este patrén tipico con un score maximo de 6 llevd
al grupo de Matutes a considerar que el alejamiento de la normalidad (score bajos) podrian reflejar
€asos con peor pronostico, lo que posteriormente se confirmd ampliamente (Matutes E. y cols,
1.994; Moreau EJ. y cols, 1.997).

2.5.3.2. Antigeno de superficie CD38.

El antigeno de superficie CD38 es una glicoproteina de membrana tipo Il. Es un marcador
panleucocitario con expresion variable. Se expresa en células CD34+, células del centro germinal,
linfocitos maduros activados, células plasmaticas y precursores mieloides. Entre sus maltiples
funciones destaca su actividad enzimatica implicada en la liberacién de calcio intracelular y su
actividad como molécula de adhesion a CD31 (células T) en el endotelio vascular. Como se ha
mencionado previamente, en un trabajo publicado en 2.005 por Deaglio S. y cols, la interaccion con
CD31 origina una sefial que induce sobreexpresion de CD100 que a su vez interactla con plexina-
B1 proporcionando mayor supervivencia a la célula, incluso a la célula B normal. Por altimo el
antigeno CD38 también esta involucrado en la proliferacion linfoide por regular la expresion de bcl-
2.

Existen tres patrones de expresion: CD38+, CD38- y bimodal (Ghia P. y cols, 2.003).
Diversos estudios han demostrado que el antigeno de superficie CD38 es un marcador pronostico
independiente, cuya expresion se relaciona con supervivencias mas cortas (lbrahim S. y cols,
2.001). También se ha objetivado una diferencia estadisticamente significativa, de manera que los
pacientes que expresaban el Ag de superficie CD38 tenian con mayor frecuencia hepato-
esplenomegalia, afectacion de mas areas ganglionares, cifras mas bajas de hemoglobina y elevacion
de P2-microglobulina, y mas recientemente que estos pacientes presentan mas alteraciones

cromosémicas o del gen P53 (Ottaggio L. y cols, 2.003).
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Por otra parte, el significado pronostico Ultimo de la expresion de este antigeno es
controvertido ya que algunos autores han descrito variaciones en su expresion durante el curso de la
enfermedad y también en relacion a tratamientos u otros procesos intercurrentes (lbrahim S. y cols,
2.001; Hamblin TJ. y cols, 2.002; Krober A. y cols, 2.002; Chan C. y cols, 2.002) mientras que en
otros estudios no se ha observado tal variacion (Damle RN. y cols, 2.002; Durig J. y cols, 2.002;
D"Arenay cols, 2.002).

2.5.3.3. Proteina ZAP70.

La proteina ZAP-70 es un miembro de la familia tirosin-kinasa que normalmente se expresa
en células T y NK. Tiene un papel critico en el inicio de la sefializacion T. Se ha demostrado que es
un marcador prondstico independiente pero que, a diferencia del antigeno de superficie CD38, no
parece variar durante el curso de la enfermedad (Crespo M. y cols, 2.003; Durig J. y cols, 2.003).
Diversos estudios han demostrado su correlacion con el estado mutacional de IgVVH, progresion de
la enfermedad, supervivencia y expresion del antigeno de superficie CD38 (Crespo M. y cols,
2.003).

Utilizando microarrays (Klein U. y cols, 2.001; Rosenwald A. y cols, 2.001) se ha
demostrado que las células de la LLC-B tienen un perfil genético caracteristico, en el cual la
expresion de un subgrupo de genes, en el que se incluyen ZAP70, IM1286077 vy lectina tipo C, se
correlaciona con el estado mutacional (Rosenwald A. y cols, 2.001, Chen L. y cols, 2.002). La
expresion del gen que codifica la proteina ZAP-70 fue cinco veces méas alta en pacientes que no
presentaban la mutacion de los genes de las cadenas pesadas de las Ig que en aquellos que la
presentaban y fue el mejor discriminador entre ambos grupos.

Posteriormente, se ha propuesto la determinacion de esta proteina mediante citometria de
flujo dado que se observO que existia una concordancia con la expresion genética. Ademas se
confirmé que es un marcador prondstico fidedigno equivalente a la determinacion del estado
mutacional. Aunque la ausencia de mutacién de los genes de las cadenas pesadas de las Ig esta
fuertemente asociada con la expresién de ZAP-70, esta Gltima es un potente predictor de la
necesidad de tratamiento en LLC-B (Crespo M. y cols, 2.003; Rassenti LZ. y cols, 2.004). Estudios
més recientes (Orchard JA. y cols, 2.004; Rassenti L. y cols, 2.004) han demostrado que no hay una
relacion absoluta entre la expresion de ZAP-70 y el estado mutacional de las cadenas pesadas de las
Igs, con discrepancias hasta en un 25% de los casos. Esto puede deberse a la implicacion de otros
factores de mal pronostico como la dell7p, delllq o a mutaciones en Vh3-21 (Krober A. y cols,
2.006).
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Fig6. Relacién entre la expresion de ZAP70, estado mutacional de IgVH y tiempo entre
diagnostico y el primer tratamiento (Crespo M. y cols, The New England Journal of Medicine
2.003).
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Patients without Treatment

El significado prondstico de la expresion de esta proteina también es controvertido dado
gue no esta establecido el punto de corte para designar su expresién como positiva 0 negativa
(Letestu R. y cols, 2.006; Gachard N. y cols, 2.007; Oliveira A. y cols, 2.011) y su determinacién

muestra notables diferencias inter-laboratorios.

Fig7. Correlacidn entre la expresién de ZAP70 y supervivencia en LLC-B (Crespo M. y cols,
The New England Journal of Medicine 2.003).
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2.5.4. Alteraciones citogenéticas.

El mecanismo que lleva a las alteraciones cromosomicas cléasicas de la LLC-B es
desconocido, sin embargo habria que recordar dos caracteristicas de la LLC-B: el acortamiento de
la longitud de los telomeros y la expresion de AID (activacion inducida por citidina-deaminasa);
ambos factores implicados en los procesos de mutacion somatica.

La aplicacion de técnicas de hibridacion in situ con fluorescencia ha mejorado el bajo
rendimiento de la citogenética convencional, pasando a detectarse alteraciones cromosomicas hasta
en un 80% de los pacientes en el momento del diagnostico. Las anomalias mas comunes por orden
de aparicion son: la delecién del brazo largo del cromosoma 13 (del 13q), delecion del brazo largo
del cromosoma 11 (del 11q), trisomia 12 (+12), delecién del brazo corto del cromosoma 17 (del7p)
y delecién del brazo largo del cromosoma 6 (del6q). Diversos estudios han demostrado la
correlacion de estas anomalias con aspectos clinicos y evolutivos de la enfermedad (Déhner H. y
cols, 2.000) (Figura 8), con la expresion del antigeno de superficie CD38 (Dewald GW. y cols,
2.003; Ottaggio L. y cols, 2.003) y el estado mutacional de los genes de las cadenas pesadas de las
inmunoglobulinas (Krober A. y cols, 2.002; Ottaggio L. y cols, 2.003) (Figura 9).

Fig 8. Alteraciones cromosémicas y supervivencia (Déhner H. y cols, The New England
Journal of Medicine 2.000).
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Fig9. Relacién entre citogenética, estado mutacional de IgVH y supervivencia (Krober A. y
cols, Blood 2.002).
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La delecion del brazo largo del cromosoma 13 (del 13g14) puede ser detectada en
aproximadamente la mitad de los casos. En esta region se localizan los genes RB-1 y C13S25. Se
asocia a linfocitosis moderada, morfologia tipica de los linfocitos y presencia de la mutacion
somatica de las cadenas pesadas de los genes de las inmunoglobulinas. Cuando se detecta como
alteracion aislada se ha relacionado con buen pronostico (supervivencia 133 meses), aunque
Hernandez y cols en 2.010 han demostrado que, un mayor nimero de pérdidas en 13q14 (>80%) se
asocia a mayor proliferacién y menor apoptosis de las células leucémicas; y lo que és mas relevante,
a una menor supervivencia de los pacientes al compararlos con los que presentan +12, citogenética
normal y/o un porcentaje bajo de células con del13q.

La trisomia 12 se detecta en un 15-25% de los casos. Cursa con la presencia en sangre
periférica de linfocitos de morfologia atipica, sobre todo prolinfocitos, con un inmunofenotipo
atipico, expresion de CD38 y ausencia de la mutacion somética de las cadenas pesadas de los genes
de las inmunoglobulinas (Matutes E. y Polliack A; 2.000). Su pronostico es intermedio
(supervivencia media de 114 meses).

La delecion del brazo largo del cromosoma 11 (del 11g22.3-g23.1) se detecta en una quinta
parte de los casos, afectando mas frecuentemente a varones jovenes con grandes adenopatias,
estadios clinicos avanzados y una mayor resistencia al tratamiento (Déhner H y cols, 1.997). En

alrededor del 20% de los pacientes estan implicados los genes ATM (ataxia-talangiectasia) y RDX.
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La delecion del brazo corto del cromosoma 17 (del 17p) aparece en 4-17% de los casos.
Clasicamente se asocia a LLC atipica, se relaciona con mutaciones del gen P53, y tiene muy mal
prondstico. Esta alteracion se caracteriza por tener una mala respuesta al tratamiento, refractariedad
a la fludarabina y una supervivencia global y libre de tratamiento méas corta (Déhner H y cols,
1.997; Oscier DG y cols, 2.002; Zenz T y cols, 2.008; Zenz T y cols, 2.010; Gonzélez D y cols,
2.011).

La delecion del brazo largo del cromosoma 6 (del 6q), la menos frecuente aparece en un 2-
5%, se relaciona con mayor porcentaje de prolinfocitos, positividad de CD38 y con enfermedad
agresiva. Sin embargo, un estudio reciente la coloca en un grupo de riesgo intermedio (Cuneo A.y
cols, 2.004).

Por altimo, varios autores han demostrado que en mas de un 25% de los pacientes aparecen
alteraciones citogenéticas adicionales durante el curso de la enfermedad, fenbmeno denominado
evolucion clonal (Fegan C. y cols, 1.995; Finn WG. y cols, 1.998; Chevalier P. y cols, 2.002;
Shanafelt T.y cols, 2.006; Stilgenbauer S. y cols, 2.007), y que se asocia a una supervivencia mas
corta, sobre todo en aquellos pacientes que adquieren la delecién 17p o delecién 11q, siendo la
mediana de supervivencia tras la evolucion clonal de solo 1.3 afios. En el afio 2.006, Shanafelt T. y
cols encontraron una asociacion entre la evolucion clonal y la expresién de la proteina ZAP70, de
manera que en los pacientes ZAP-70 positivos era mas probable que se produjera la adquisicion de
nuevas alteraciones citogenéticas de mal prondstico. Posteriormente, Stilgenbauer S. y cols, en
2.007, observaron que la evolucion clonal ocurria en casos que no presentaban la mutacién de los
genes de las cadenas pesadas de las Igs. El escaso nimero de pacientes incluidos en estos estudios
hacen que estos datos deban ser intepretados con precaucion por lo que son necesarias nuevas
investigaciones que exploren la relacion entre la evolucion clonal y otros factores prondstico de la
LLC-B.

2.5.5. [Estado mutacional de las cadenas pesadas de los genes de las inmunoglobulinas.

Tradicionalmente, se creia que las células de la LLC-B eran linfocitos B virgenes que no
estaban expuestos a antigenos en el centro germinal y por lo tanto no sufrian la mutacion de los
genes de las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas. En un estudio realizado en 1.998 (Fais F. y
cols) y posteriormente, 2 publicaciones simultaneas en 1.999 (Damle RN. y cols, 1.999 y Hamblin
TJ. y cols, 1.999) demostraron que, en aproximadamente el 50% de los casos, los linfocitos de la
LLC-B presentaban mutaciones de los genes de las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas

(IgVH) mientras que en el resto los genes no lo estaban. Esto indica la existencia de 2 formas
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distintas de LLC-B con respecto a la célula de origen: una forma pre-germinal, en la que los genes
no estan mutados y otra post-germinal, en la que las células han entrado en contacto con antigenos
experimentando mutaciones en las IgVH y adquiriendo memoria inmunoldgica. (Krober A. 'y cols,
2.002; Jelinek DF. y cols, 2.001; Tobin G. y cols, 2.002; Hamblin TJ. y cols, 2.002; Oscier DG. y
cols, 2.002; Lin K. y cols, 2.002; Matrai Z. y cols, 2.001). Mas recientemente, otros grupos
(Ferrarini M. y Chiorazzi N., 2.004; Chiorazzi N. y cols, 2.005) refieren que tanto en una forma
como en otra, los linfocitos han tenido contacto previamente con antigenos.

Se ha demostrado que ambas formas tienen un pronostico diferente, siendo peor en las
formas no mutadas, diferencia que resultd estadisticamente significativa en pacientes con el mismo
estadio (Figura 10) (Hamblin TJ. y cols, 2.002). Las formas no mutadas se han asociado con
morfologia atipica, estadio avanzado y enfermedad progresiva. Aungue el significado biolégico del
estado mutacional de IgVH no esta claro, su significado prondéstico ha sido confirmado (Krober A.
y cols, 2.002; Jelinek DF. y cols, 2.001; Tobin G. y cols, 2.002; Hamblin TJ. y cols, 2.002; Oscier
DG. y cols, 2.002; Lin K. y cols, 2.002; Matrai Z. y cols, 2.001).

Fig10. Estado mutacional de los genes de las cadenas pesadas de las IgVH y supervivencia en

pacientes con el mismo estadio clinico (Hamblin TJ. y cols, Blood 2.002).
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Para que se produzca la hipermutacién somatica se requiere de la unién del RCB al
antigeno, la activacion celular y la cooperacion de los linfocitos T y otras células (Chiorazzi N. y
cols, 2.003). También es esencial la presencia de un miembro de la familia citidina deaminasa. Una
alta expresion de ésta, esta asociada con formas no mutadas y alteraciones cromosOmicas
desfavorables (Heintel D. y cols, 2.004).

Se ha descrito un subgrupo de pacientes con LLC-B que presentan mutaciones en Vh3-21
cuyo prondstico es similar al grupo de pacientes que no presenta la mutacién de los genes de las

cadenas pesadas de las inmunoglobulinas (IgVVH) (Tobin G. y cols, 2.002; Nollet F. y cols, 2.002).
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Actualmente estan siendo identificados maltiples factores pronostico (la sobreexpresion del
gen CLLUL1, la expresion de CD49d, la expresion de las proteinas de la familia bcl2, la actividad de
la telomerasa, marcadores de angiogénesis, CD23 y la expresion del gen de la lipoproteina lipasa)
pero no estan siendo utilizados para predecir el prondstico.

Figll. Diferencias fundamentales en la LLC segin las mutaciones de los genes IgVH
(Shanafelt Tait D. et al, Blood, 2.004).
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2.6. LINFOCITOSIS B MONOCLONAL DE SIGNIFICADO INCIERTO.

Los progresos en la citometria de flujo han facilitado la discriminacion entre linfocitosis
clonal y reactiva y la diferenciacion de la LLC-B de otros procesos linfoproliferativos. Ademas ha
permitido medir el porcentaje de poblacién linfoide clonal dentro de la poblacién linfoide total, al
igual que detectar una pequefia poblacion linfoide clonal en personas asintomaticas con una cifra de
linfocitos normal. Esto tiene 2 consecuencias, la primera la mayor capacidad para distinguir entre
proceso clonal o reactivo u otros procesos linfoproliferativos. La segunda, la sensibilidad de esta
técnica para descubrir que el 3% de los adultos mayores de 40 afios tienen una poblacion linfoide
clonal circulante con fenotipo de LLC-B. Esto ha permitido desde el afio 2.005 definir una nueva
entidad diagnostica llamada linfocitosis B monoclonal (LBM) (Marti GE. y cols, 2.005).

Muchos estudios han sido realizados en los Gltimos afios para la deteccion de células con
fenotipo LLC-B en la poblacion general, con similar distribuciéon en edad y sexo pero diferente
prevalencia debido a las diferentes técnicas de citometria de flujo aplicadas (Rawstron AC. y cols,
2.008; Shim YK. y cols, 2.007; Ghia P. y cols, 2.004; Dagklis A. y cols, 2.009; Nieto WG. y cols,
2.009; Rachel JM. y cols, 2.007).
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La linfocitosis B monoclonal (LBM)) se define como la presencia de una poblacion linfoide
clonal menor de 5 x 10° linfocitos /L (5000/uL) en sangre periférica en ausencia de adenopatias,
organomegalias, citopenias o sintomas relacionados con la LLC-B (Marti GE. y cols, 2.005).

La LBM ha modificado el criterio diagnostico de LLC-B, de tal manera que desde 2.008 los
nuevos criterios del NCI-WG/IWCLL (Hallek M. y cols, 2.008) establecen la diferencia entre ambas
entidades en base a un umbral de linfocitos B de 5 x 10%/L en sangre periférica y reclasifican a un
gran numero de pacientes diagnosticados previamente de LLC-B. La eleccion de este valor no esta
basada en datos objetivos de resultados clinicos por lo que algunos grupos (Shanafelt TD. y cols,
2.009b; Shanafelt TD. y cols, 2.009¢; Molica S. y cols, 2.011) se han preguntado si este umbral es
realmente predictivo de la evolucion clinica (supervivencia libre de tratamiento y supervivencia
global) en estadios iniciales de LBM/LLC-B. Esto supone la necesidad de nuevos estudios para
definir un umbral 6ptimo y su validacion posterior.

Una vez fueron establecidos los criterios diagndsticos de la LBM no estaba claro si el riesgo
de desarrollar LLC era mayor con respecto a la poblacién general y si existia 0 no relacion
biolégica entre LBM y LLC. Con respecto al riesgo de desarrollar LLC, la alta prevalencia de LBM
en la poblacién general, al menos cien veces mayor que la de la LLC, indica que si la enfermedad
progresa, lo hace en un porcentaje muy pequefio. Muchos estudios se han centrado en la biologia de
la LBM para determinar la relacion de ésta con la progresion a LLC. Estudios recientes (Marti GE.
y cols, 2.003; Rawstron A. y cols, 2.002) han demostrado una alta prevalencia de LBM en
individuos de familias con LLC.

Tambien han sido estudiadas las anomalias cromosdmicas en la LBM (Rawstron AC.,
2.009). La mayor parte de ellas corresponden a la delecion 13g14 en una significativa proporcion de
casos, aunque en la mayoria no en todas las células anémalas. Las alteraciones cromosomicas de
mal prondstico (del11g22.3-g23.1 y del17p) raramente se detectan y solo lo hacen en los casos en
los que ya se presentan con linfocitosis.

Aproximadamente el 20-25% de los casos de LBM expresan CD38 y ZAP70 y presentan la
mutacion de los genes de las cadenas pesadas de las Ig\VVH, todos ellos factores de mal pronéstico,
sin existir por ello indicacidn de inicio de tratamiento.

Como hemos comentado previamente, la LBM puede progresar a LLC-B, en un porcentaje
del 1 al 2% al afio, por lo que el seguimiento de estos pacientes esta justificado. Es importante que
los pacientes que presentan una LBM sean conscientes de que el riesgo de precisar tratamiento es

bajo pero mayor que para el resto de la poblacion.
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2.7. INDICE PRONOSTICO EN LEUCEMIA LINFATICA CRONICA B.

Actualmente los pacientes con LLC estan siendo diagnosticados en estadios mas precoces
de la enfermedad. De éstos un 50% presentan marcadores de mal prondstico en el momento del
debut y en ellos podria estar justificado el inicio del tratamiento de manera precoz sobre todo si se
trata de pacientes jovenes. En el lado opuesto, nos encontramos pacientes afiosos con marcadores de
buen prondstico y comorbilidades asociadas que presentan estadios B (0 mas raramente C)
indolentes, donde también es dificil decidir si se inicia 0 no tratamiento y cual es el esquema mas
adecuado.

El sistema de estadiaje de Rai y Binet ha identificado grupos de riesgo basados en
caracteristicas clinicas y bioldgicas, sin embargo dentro de cada subgrupo existe heterogenicidad
por lo que ha sido necesario identificar otros factores pronostico (edad, sexo, patrén de infiltracion
en médula Gsea, tiempo de duplicacion linfocitaria o presencia de prolinfocitos en sangre o en
médula 6sea). En los Gltimos afios otros factores que se han correlacionado con un mal pronéstico
han sido los niveles elevados de B2-microglobulina, timidin-kinasa y CD23, la presencia de
alteraciones cromosémicas como la delecion 17p o la delecién 11q, la no mutacién de las cadenas
pesadas de las Igs y la expresion del antigeno de superficie CD38 y la proteina ZAP-70. No cabe
duda, que en la actualidad, el estudio de un paciente de nuevo diagndéstico deberia incluir estadiaje,
TDL, determinacion de la expresion de CD38 y ZAP70, alteraciones genéticas determinadas por
FISH vy, si fuera posible el estado mutacional de los genes de las cadenas pesadas de las Ig. Asi
mismo, los pacientes con buen estado general y factores pronéstico desfavorables deberian ser
incluidos en ensayos clinicos.

Existen varios grupos que han intentado desarrollar una estratificacion del riesgo segun
factores prondstico. Asi, Montserrat en el afio 2.001 propuso una estratificacion basada en
parametros clasicos y nuevos que se muestran en la Tabla 2. En 2.003, el Grupo Aleman de
Leucemia Linfatica Crénica (GCLLSG/FCLLSG) desarrolld el concepto de comorbilidad y
tratamiento adaptado al riesgo de progresion. En este protocolo (CLL7), en pacientes con estadio A
de Binet, lo primero que se determinaba era el riesgo de progresion (Tabla 3). Este se establecia en
funcion de cuatro variables: niveles de timidin-kinasa, tiempo de doblaje linfocitario, presencia o
no de la delecion 11q o 17p y, por Gltimo, el estado mutacional de los genes de las cadenas pesadas
de las IgS. Si el riesgo era alto (presencia de 2 0 més factores) los pacientes eran seleccionados de
forma randomizada para recibir el mismo tratamiento bien en el momento del diagndstico o bien de
forma diferida. En el afio 2.007, Kay y Shanafelt también desarrollaron un sistema de estratificacion
basado en otros 4 factores pronostico: FISH, CD38, IgVH y ZAP-70 (Tabla 4).
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Aunque multiples factores prondstico clinico-biolégicos han mostrado ser potentes
predictores de supervivencia en LLC-B, obtener esta informacion de todos los pacientes no siempre
es posible porque son técnicas costosas, dificiles de estandarizar y/o no estan disponibles en la
mayoria de los centros. Por este motivo, recientemente se ha desarrollado un método sencillo para
poder estratificar a todos los pacientes con LLC-B. El grupo de Wierda W. y cols (Blood 2.007) ha
propuesto un nomograma (Figl2) y un indice prondstico (Tabla 5) en pacientes diagnosticados de
LLC-B no tratados. Con el nomograma se obtiene una puntuacion con la cual se identifica la
probabilidad de supervivencia a los 5y a los 10 afios y se estima la supervivencia media. El indice
pronostico esta basado en 6 factores prondstico independientes (edad, sexo, estadiaje de Rai,
numero de regiones ganglionares afectadas, namero de linfocitos y niveles de p2-microglobulina) y
estratifica a los pacientes en 3 grupos de riesgo: bajo (1-3), intermedio (4-7) y alto (>8). El tiempo
de supervivencia para los 3 grupos fue: no alcanzado para el bajo riesgo, 10.3 afios para el riesgo
intermedio y 5.4 afios para el riesgo alto.

A raiz de este estudio se han realizado multiples trabajos con el objetivo de confirmar la
validez y reproductibilidad de este nuevo indice pronostico (Shanafelt TD. y cols, 2.009a;
Gonzélez-Rodriguez AP. y cols, 2.009, Molica S. y cols, 2.010). Igualmente se esta investigando la
incorporacién de nuevos factores prondstico en este tipo de modelo tales como el analisis
citogenético por FISH, el estado mutacional de las cadenas pesadas de las Igs y la expresion del
antigeno de superficie CD38 y la proteina ZAP-70 (Weinberg JB. y cols, 2.007; Letestu R. y cols,
2.010; Haferlach C. y cols, 2.010; Oliveira AC. y cols, 2.011; Bulian P. y cols 2.012).

Tabla 2. Propuesta de estratificacion en grupos de riesgo segun factores pronostico (Montserrat E.

Haematologica 2.001)

Parametros clasicos BAJO RIESGO ALTO RIESGO
Estadio Binet A B,C
Patréon M.O. No difuso Difuso
Morfologia atipica No Si

TDL >12m <12m
Parametros nuevos

Marcadores séricos Normales Elevados
Citogenética Normal, del13q aislada Delllq, dell7p
CD38 <30% >30%
ZAP70 <20% >20%
IgvVH Mutado No mutado
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Tabla 3. Propuesta de estratificacion en grupos de riesgo segun factores prondstico. Protocolo
GCLLSG7/FCLLSG (Hallek M., Haematologica 2003).

BAJO RIESGO —» Observacion

Del 11qo0 17p <2 factores +

IgVH no mutado

STK >10UI/L

TDL <12m ALTO RIESGO—» FCR/ Observacion

>2 factores +

Tabla 4. Propuesta de estratificacion en grupos de riesgo segun factores prondstico. Protocolo
Clinica Mayo (Kay NE. y Shanafelt T., Curr Hematol Malig Rep.2.007).

RIESGO FISH CD38 IgvVH ZAP70
BAJO 13q14-, normal Negativo Mutadas Negativo
INTERMEDIO 12+, 6921 Positivo No-Mutadas Positivo
ALTO 11922-,17p13- Positivo No-Mutadas Positivo

Figl2. Nomograma propuesto por Wierda W. y cols (Blood, 2.007).
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Tabla 5. Indice pronostico basado en la presencia de factores de riesgo propuesto por Wierda W. y
cols (Blood 2.007).

Caracteristicas Puntuacion

0 1 2 3
Edad — <50 50-65 > 65
B-2M, mg/L <ULN 1-2 x ULN >2 x ULN —
ALC, x 10%L <20 20-50 > 50 —
Sexo Mujer Hombre — —
Estadio Rai 0-11 "ni-1v — —
No. areas linfoides =2 3 — —

2.8. TRATAMIENTO.

El tradicional manejo de la LLC-B centrado en el principio de “no perjudicar” estaba
basado en 2 pilares: primero los pacientes con LLC son mayoritariamente pacientes de edad
avanzada y con frecuencia la causa de muerte es otra diferente a la enfermedad. En segundo lugar,
el tratamiento hasta ahora no habia conseguido prolongar la supervivencia en estos pacientes y la
tasa de remisiones completas era baja. Como consecuencia del mejor entendimiento de la patogenia
de la enfermedad, se han desarrollado en los Gltimos afios un amplio nimero de esquemas de
tratamiento, que producen remision completa en casi el 50% de los pacientes y un tiempo libre de
tratamiento de mas de 5 afios (O"Brien SM. y cols, 2.001a; Byrd JC. y cols, 2.003; Keating MJ. y
cols, 2.003; Robak T. y cols, 2.006; Tam CS. y cols, 2.008; Hallek M. y cols, 2.009; Bosch F. y
cols, 2.009; Knauf WU. y cols, 2.009).

En el momento actual, el tratamiento solo esta justificado cuando existen sintomas debidos
a la enfermedad o cuando ésta muestra signos de progresion. Es decir, deberia plantearse la
posibilidad de iniciar tratamiento ante las siguientes circunstancias (Cheson BD.y cols, 1.996;
Hallek M. y cols, 2.008):

- Presencia de sintomas generales (fiebre, sudoracion, pérdida de peso).
- Existencia de adenopatias o esplenomegalia de gran tamafio y que produzcan molestias.
- Infecciones de repeticion con hipogammaglobulinemia.

- Descenso paulatino de la cifra de hemoglobina y plaquetas.
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- Anemia hemolitica autoinmune.
- Tiempo de duplicacion linfocitario rapido (< 12 meses).
- Estadio clinico avanzado.

Los objetivos del tratamiento deberian ser prolongar la supervivencia de los enfermos y
mejorar su calidad de vida. Dado el curso tan heterogéneo de la enfermedad con una supervivencia
muy variable, las decisiones terapéuticas deberian tomarse en funcion de los factores prondstico y
la edad del paciente. De hecho, se estan realizando multiples estudios (Shanafelt T. y cols, 2.009a;
Molica S. y cols, 2.010; Bulian. P y cols, 2.010; Wierda W. y cols, 2.011) para desarrollar modelos
que asocien factores pronostico independientes con la variable tiempo hasta el primer tratamiento.
Asi se podrian identificar pacientes en los que, aun sin indicacion terapedtica en el momento del
diagnostico, se pudiera acortar el tiempo hasta el inicio del tratamiento por cumplir criterios de alto
riesgo de progresion de la enfermedad. El tratamiento estandar en pacientes en estadios precoces de
la enfermedad (0, 1 y Il de Rai sin enfermedad activa o A de Binet) consiste en “esperar y ver”
mientras que en estadios avanzados (0, | y Il de Rai con sintomas, Ill y IV de Rai, Ay B de Binet
con enfermedad activa, C de Binet) la combinacion de fludarabina-ciclofosfamida-rituximab (FCR)
es el tratamiento de primera eleccion exceptuando a los pacientes con una importante co-morbilidad
0 que presenten factores de mal prondstico como la delecion 17p o la mutacién P53 (Eichhorst B. y
cols, 2.011). Actualmente se distinguen 2 grupos de pacientes bien diferenciados a la hora de
recibir tratamiento: aquellos que no presentan la del17p, P53 y/o la delllqg y los que la presentan
(NCCN — National Comprehensive Cancer Network — Guidelines, Versién 3.2011).

A continuacién comentaremos someramente las distintas armas terapéuticas.

2.8.1. TRATAMIENTO QUIMIOTERAPICO.

Historicamente, el tratamiento de la LLC-B ha estado basado en agentes alquilantes,
predominantemente clorambucil y en menor medida ciclofosfamida. También se han utilizado los
corticoides bien en monoterapia o, de forma mas frecuente en combinacion con clorambucil pero su
uso se ha asociado con una alta incidencia de infecciones (Hansen MM. y cols, 1.991).

El primer gran avance en el tratamienton de esta enfermedad fue el descubrimiento de la
actividad de los andlogos de las purinas: fludarabina monofosfato, 2-clorodesoxiadenosina (2-CDA)
y pentostatina (DCM) (Keating MJ. y cols, 1.998; Dillman RO. y cols, 1.989). La eficacia del
tratamiento con fludarabina y con 2-CDA fue rdpidamente confirmada tanto en pacientes tratados
como en los no tratados previamente. Una vez que la utilidad de estos farmacos fue demostrada

empezaron a desarrollarse estudios comparativos. Asi la fludarabina ha mejorado los resultados
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obtenidos con regimenes clasicos como el esguema COP (ciclofosfamida, doxorubicina vy
prednisona) o el clorambucil, alcanzando una mayor tasa de remision completa y duracion de ésta
(Dillman RO. y cols, 1.989; Rai K. y cols, 2.000). También se ha demostrado mayor actividad de 2-
CDA asociado a prednisona frente a clorambucil méas prednisona (Robak T. y cols, 2.000). Sin
embargo, en ninguno de los estudios anteriormente mencionados se conseguia mejorar la
supervivencia global. La conclusién de todos estos ensayos terapeuticos ha sido que los analogos de
las purinas son los agentes mas activos en la LLC, siendo el pilar para la elaboracion de los nuevos
esquemas de tratamiento.

El siguiente paso fue investigar combinaciones de fludarabina con otros citostaticos como
ciclofosfamida y mas recientemente fludarabina, ciclofosfamida y mitoxantrone (O'Brien SM. y
cols, 2.001a; Flinn IW. y cols, 2.000; Bosch F. y cols, 2.002). Estos agentes tienen mayor
porcentaje de respuesta que administrados de forma Unica y parecen estar asociados a un mayor
porcentaje de remision completa que los analogos de las purinas administrados en monoterapia. En
este sentido, las combinaciones con 2-clorodesoxiadenosina (2-CDA) han resultado igualmente
efectivas cuando son usadas como primera linea de tratamiento para la LLC-B (Robak T. y cols,
2.006).

Mas recientemente, otro farmaco como la bendamustina ha sido comparada con el
clorambucil como tratamiento de primera linea, siendo la respuesta total y la supervivencia libre de
progresion mayor con bendamustina (Knauf WU. y cols, 2.009), demostrando ser una buena
alternativa terapedtica para aquellos pacientes que no pueden recibir fludarabina. En 2.008 la

bendamustina fue aprobada por la FDA para el tratamiento de la LLC-B.

2.8.2. INMUNOTERAPIA.

El primer AcMo aprobado en el tratamiento del linfoma folicular fue el AcMo antiCD20
(Rituximab). Posteriormente empez6 a usarse en terapia inmune en la LLC-B. Diversos estudios han
demostrado que, aunque la expresion de CD20 con respecto al linfoma folicular sea baja en la LLC-
B, el AcMo antiCD20 tiene beneficio terapéutico en esta enfermedad. Empleado como agente Gnico
induce generalmente una respuesta parcial (Itala M. y cols, 2.002; Hainsworth T. y cols, 2.003) por
lo que se ha intentado utilizar una dosis mas alta para superar a los inhibidores solubles de CD20
encontrados en el suero de estos pacientes (O'Brien SM. y cols, 2.001b; Manshouri T. y cols,
2.003), incrementando la tasa de respuesta en un 40%. Sin embargo, la tasa de respuesta es aln
mayor cuando se usa concomitantemente con otros agentes como fludarabina y ciclofosfamida
(Byrd JC. y cols, 2.003).
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El AcMo antiCD52 (Alemtuzumab) ha sido aprobado para el tratamiento de pacientes con
LLC-B refractaria a drogas comunes como clorambucil o fludarabina (Rai K. y cols, 2.002). Este
AcMo tiene una actividad significativa frente a células leucémicas en sangre periférica y médula
Gsea, pero parece menos efectivo en tejido linfoide secundario (Osterborg A. y cols, 2.002). De
particular importancia resulta que este AcMo es eficaz en pacientes con alteraciones citogenéticas
de mal pronostico, especialmente en aquellos con delecion 17p y/o mutacion de P53, que
tipicamente son resistentes a diversos agentes citostaticos, de manera particular a los analogos de
las purinas (Stilgenbauer S. y cols, 2.002). En un reciente estudio (Hillmen P. y cols, 2.007),
alemtuzumab ha sido comparado con clorambucil como primera linea de tratamiento, obteniendo
una tasa de respuesta total y remisiobn completa mayor, asi como una supervivencia libre de
progresion superior. Por estos resultados, este AcMo ha sido aprobado recientemente por la FDA
como primera linea de tratamiento. Su principal inconveniente es la inmunosupresion que provoca y
como consecuencia la significativa incidencia de infecciones oportunistas.

Otros agentes estan siendo evaluados. Esto incluye AcMo o inmunotoxinas especificas para
otros antigenos expresados por las células de la LLC-B, como por ejemplo CD23 (IDEC-152),
HLA-DR (HulD10), CD25 (OTAK). AcMo radio-marcados, como es Zevalin (Yttrio-90-marcado-
ibritumomab tiuxetan), también estan siendo evaluados. Por ultimo, la identificacion de antigenos
expresados por las células de la enfermedad podria permitir el desarrollo de vacunas, como en el

caso de los linfomas foliculares, para inducir inmunidad activa antileucemia.

2.8.3. QUIMIOINMUNOTERAPIA.

El segundo gran avance en el tratamiento de la LLC ha sido la incorporacion de los
anticuerpos monoclonales a los esquemas con analogos de las purinas. Como hemos comentado
previamente, estudios in vitro han demostrado que la utilizacion de Rituximab aumenta la actividad
de agentes citostaticos como la fludarabina o ciclofosfamida (Demidem A. y cols, 1.997). También
hay evidencia de que Rituximab regula a bcl-2 quizés por inhibicion de 1L10 (Alas S. y cols, 2.001).
El grupo CALGB ha comparado simultdneamente la administracion de Rituximab con fludarabina
versus fludarabina seguido de Rituximab, objetivando una mayor tasa de respuesta en el uso
simultaneo (Byrd JC. y cols, 2.003; Byrd JC. y cols, 2.005), aunque sin diferencias en la
supervivencia global.

En un primer estudio no randomizado del MDACC, fludarabina y ciclofosfamida fueron
combinadas con Rituximab dando lugar, al que posteriormente se convertiria en el esquema

terapeutico por excelencia en la LLC, el esquema FCR. Al compararlo con controles historicos de la
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misma institucion, la tasa de respuesta global y la duracién de ésta fue significativamente superior a
la obtenida con la administracion de fludarabina y ciclofosfamida (Keating MJ. y cols, 2.003). A
raiz de este primer trabajo, nuestro grupo participé en el ensayo clinico CLL-8 disefiado por el
Grupo Aleman para el estudio de LLC-B, comparando de manera prospectiva 2 grupos elegidos de
forma randomizada: fludarabina — ciclofosfamida (FC) versus fludarabina — ciclofosfamida —
Rituximab (FCR). Los resultados obtenidos han demostrado por primera vez la ventaja de la
combinacion de FCR respecto a un aumento en la supervivencia global (Tam CS. y cols, 2.008;
Hallek M. y cols, 2.009). Lo que no ha conseguido mejorar el esquema FCR ha sido la
supervivencia libre de progresion o la supervivencia global de los pacientes que presentan la
delecion 17p.

La combinacion de fludarabina con alemtuzumab ha resultado viable y efectiva
especialmente en pacientes con alteraciones de P53 (Elter T. y cols, 2.005). Actualmente esta siendo
estudiada la combinacion FC mas alemtuzumab (FCA), al igual que se esté realizando un estudio
comparativo entre FC y FCA en primera linea en pacientes de alto riesgo.

Otras alternativas que estan siendo estudiadas son la combinacion de FCR mas
alemtuzumab en pacientes de alto riesgo, la sustitucion de fludarabina por pentostatina en el
esquema FCR (PCR) para reducir mielotoxicidad, bendamustina combinada con rituximab (BR), 2-
CDA con rituximab, metilprednisolona mas rituximab seguido de alemtuzumab o rituximab mas
alemtuzumab, lumiliximab (AcMo anti-CD23) méas FCR. Hasta el momento, ninguna de ellas

resulta tan eficaz al comparar con FCR.

2.8.4. TRASPLANTE DE MEDULA OSEA.

Debido a que la LLC-B es una enfermedad incurable con los tratamientos convencionales,
existe un interés cada vez mayor en la posible utilidad de los trasplantes de precursores
hematopoyéticos en el tratamiento de la misma.

En referencia al trasplante autélogo, la mortalidad directamente ligada al procedimiento es
inferior al 10% pero lamentablemente, la tasa de recaida es muy elevada (el 50% a los 5 afios del
trasplante), aunque la supervivencia libre de enfermedad podria verse incrementada en algunos
enfermos seleccionados. A la luz de los buenos resultados obtenidos con regimenes de
inmunoquimioterapia como FCR, su indicacion ha quedado en segundo plano.

Con respecto a los trasplantes alogénicos, la mortalidad ligada al procedimiento es del 30-
50%. Sin embargo la tasa de recaida es baja (10-15%) y alrededor de un 40% de los enfermos

disfrutan de una remision mantenida, probablemente en relacion con el efecto injerto contra tumor
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(Schetelig J. y cols, 2.003). Dada la alta mortalidad de éste procedimiento y a la edad avanzada de
los enfermos es de gran interés la utilizacion de regimenes no totalmente mieloablativos (mini-
trasplantes o trasplantes alogénicos de intensidad reducida) con el fin de reducir la mortalidad peri-
trasplante y aumentar el limite de edad de los enfermos que se puedan trasplantar (Khouri I. y cols,
2.000; Khouri 1.y cols, 2.002).

Segun las recientes recomendaciones del grupo EBMT, el trasplante alogénico seria
ofrecido a aquellos pacientes con un buen estado general que presentaran una enfermedad
refractaria o la delecion 17p (Dreger P. y cols, 2.007).
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3. HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS.

Teniendo en cuenta lo expuesto anteriormente nuestro grupo ha decidido realizar el estudio de

un grupo de pacientes diagnosticado de leucemia linfatica cronica B en diversos hospitales de la

region, en un intento de estratificar subgrupos de pacientes en base a pardmetros bioldgicos

facilmente medibles como: datos de hemograma y bioquimica, hallazgos cito-histoldgicos,

inmunofenotipicos y genéticos. Asi, los objetivos de esta tesis serian:

1.

Evaluacion completa de todos los datos del paciente, que incluiria:

Datos clinicos: sexo, edad, presencia de adenopatias, hepatomegalia y/o esplenomegalia y
el estadio clinico.

Datos biol6gicos: hemograma, bioguimica (funcién renal, hepatica, iones, VSG, LDH,
PCR, B2-microglobulina, TCD, PT, albimina, Igs, proteinograma) y tiempo de doblaje
linfocitario.

Inmunofenotipo de sangre periférica o médula dsea. Determinacion del score
inmunofenotipico y otros antigenos, incluido el CD38 y ZAP70.

Citogenética, tanto la obtenida por métodos convencionales como por técnicas de
hibridacion in situ (FISH) al diagnostico y en momentos posteriores. Recogida de nuevas
alteraciones citogenéticas en el curso de la enfermedad (evolucion clonal).

Datos cito-histoldgicos: patrones de infiltracion dsea (nodular, intersticial, nédulo-
intersticial y difuso).

Evaluar la relacién de la informacion anterior con la evolucion clinica de la enfermedad
(estatus vital y supervivencia, necesidad de recibir tratamiento, tiempo transcurrido desde el
diagnostico de la enfermedad al inicio del primer tratamiento y nimero de lineas recibidas).
Analizar la LBM de nuestra serie una vez reclasificados los antiguos estadios 0 de RAI
segin los nuevos criterios del NCI-WG/IWCLL (Hallek M. y cols, 2.008), establecer el
umbral linfocitario en nuestra poblacion que prediga el riesgo de transformacién de LBM
en una enfermedad activa y evaluar la relacion de factores pronostico clinicos y biolégicos
al diagndstico de la LBM con su evolucion.

Analizar los factores pronostico de supervivencia y construir un nomograma e indice
pronostico a raiz del estudio de las caracteristicas clinico-bioldgicas de éstos pacientes
diagnosticados de LLC-B en nuestro medio. Por ultimo, analizar la concordancia del
nomograma e IP de Wierda y colaboradores del MDACC con la supervivencia de nuestra

serie.
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4. MATERIAL Y METODOS.

4.1. SUJETOS DEL ESTUDIO.

Se incluyeron en el estudio 303 pacientes adultos diagnosticados de leucemia linfatica
cronica B entre los afios 1.991 y Diciembre del 2.009 en el Hospital General Universitario Morales
Meseguer. A partir del afio 2.003 también se incluyeron pacientes procedentes de diversos
hospitales de la Comunidad Auténoma de Murcia (Hospital Rafael Méndez de Lorca, Hospital Los
Arcos de Santiago de la Ribera, Hospital del Noroeste de Caravaca, Hospital Nuestra Sefiora del
Rosell de Cartagena y Hospital de Cieza).

El diagnostico de LLC-B requirié la presencia de linfocitosis persistente junto a un
inmunofenotipo en sangre periférica y/o médula dsea compatible segin las “Guidelines” del NCI-
WG (Cheson BD. y cols, Blood, 1.996).

4.1.1. DATOS CLINICOS RELACIONADOS CON LOS PACIENTES.

En el momento del diagnéstico se evalud:
- Sexoy edad.
- Presencia de adenopatias y/ o hepato-esplenomegalia.
- Estadio clinico segun las clasificaciones de Rai y Binet.
Ademas se recabd informacion sobre:
- Tratamiento, fecha de inicio de éste y nimero de lineas de tratamiento recibidas a lo largo de la
evolucién de la enfermedad.

- Supervivencia.

4.1.2. DATOS BIOLOGICOS RELACIONADOS CON LOS PACIENTES.

- Cifra de hemoglobina, leucocitos, linfocitos y plaquetas en el momento del diagnostico.

- Tiempo de doblaje linfocitario.

- Creatinina, urato, bilirrubina total y directa, FA, LDH, VSG, PCR, B2-microglobulina,
proteinas totales, albimina, 1gG, IgA, IgM y proteinograma.

- Test de Coombs directo.

- Patron de infiltracion en la biopsia dsea.
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- Estudio citogenético: citogenética convencional y FISH, tanto en el momento del diagndstico

como a lo largo de la evolucién de la enfermedad.

4.2. ESTUDIO INMUNOFENOTIPICO.

El estudio inmunofenotipico se realizé indistintamente en sangre periférica y/ o médula
6sea en el momento del diagnostico. Se analizd, en primer lugar el score inmunofenotipico (n =
268) segun la propuesta del grupo de Matutes (1994) con la determinacion de la intensidad y
porcentaje de expresion de los antigenos de superficie CD5, CD22, CD23, CD79b, FMC7 e
inmunoglobulinas de superficie. En segundo lugar se determiné la intensidad y porcentaje de
expresion del antigeno de superficie CD38, estableciendo en nuestro laboratorio el punto de corte
en un 20%. En Enero del afio 2.004 se inici6 la determinacién de la proteina tirosin-kinasa ZAP70
mediante citometria de flujo segun la técnica descrita por Crespo y cols (The New England Journal
of Medicine 2.003).

Todos los datos (clinicos, bioldgicos, inmunofenotipo y citogenética) al igual que los

tratamientos recibidos fueron recogidos en el protocolo que se expone a continuacion.

4.3. PROTOCOLO DE RECOGIDA DE DATOS.

DEMOGRAFICOS
Hospital de referencia:

N° SS: N° Historia Clinica:
Nombre:

Fecha de nacimiento: /|

Fecha diagnéstico: __ / /  Edad al diagnoéstico:

CLINICAY EXPLORACION FISICA

Motivo de diagnostico: _
Adenopatias o visceromegalias: Si [/ No ] N° de areas afectadas:

¢Cuales?

Estadio clinico (Rai/Binet): / ECOG:
HEMOGRAMA

WBC x 10%/L: Leucocitos ( S, L, M, Eo)
HB (gr): Plaquetas x 10%L:

Tiempo de duplicacidn de cifra de linfocitos: meses.
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MORFOLOGIA (*)

Frotis:

AMO (__/ I ):Infiltracién: ___ %. Serie eritroide: ___ %; serie mieloide: ___ %.
Patron de infiltracion de la biopsiadsea (/[ ):

BIOLOGIA

Creatinina: ____, Ac. Urico: ___, Calcio: , BT: , Bl , GPT: , FA: ,
LDH: , PT: , Alb: , 19G: , IgA: , IgM:

Proteinograma PCR:
VSG: , B2M: , TCD:

ESTUDIO INMUNOFENOTIPICO (*)
Fecha: /| [ Médula ésea [1 Sangre periférica [

CD5:. % (  ):CD19: _%(  );CD20: _%( );CD22: _ % ( );

CD23: ___%( );CD25:__%( );CD38 _ % ( );CD44:_ % ( ); CD45:

__%( );CD7%:__%( );FMC7:_ %( ); ZAP70:__ %( )
Monoclonalidad: Kappa ] / Lambda (]
SCORE INMUNOFENOTIPICO (*)
Puntuacion:

ESTUDIO CITOGENETICO (*)
Fecha: /[ |

Cariotipo:
FISH

EVOLUCION Y TRATAMIENTO

Tratamiento: Si [1 No [

12 linea de tto

Motivo:

- Linfocitosis progresiva (>50%) en 2 meses o doblaje en 6 meses a
- Aumento de adenopatias [

- Sintomas B 0

- Anemia/ trombocitopenia autoinmune [

- Insuficiencia medular O

- Esplemomegalia gigante [

Esquema:

- Clorambucil [ Fecha de inicio: _/ / Fechade terminacion:__ / [/
- Fludarabina [

- Fluda + Cf |

-FMC 0

- Fluda + AntiCD20
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- Fluda + AntiCD52

- AntiCD20 + AntiCD52 [
-2-CDA [

- MiniCHOP [
Reevaluacion tras tto:
Respuesta:

22 linea de tto

Motivo:

Esquema:

- Clorambucil [ Fechade inicio: _/ [/ Fechade terminacion:_/ [/
- Fludarabina []

- Fluda + Cf [

-FMC O

- Fluda + AntiCD20

- Fluda + AntiCD52

- AntiCD20 + AntiCD52 [

-2-CDA ]

- MiniCHOP [

- Trasplante de m. 6sea: Autologo 1 Alogénico I Mini-Ali LI Fecha: [/ [/
Reevaluacion tras tto:

Respuesta:

32 linea de tto

Motivo:

Esquema:

- Clorambucil [ Fecha de inicio: _/ / _ Fechade terminacion: / /[
- Fludarabina [J

- Fluda + Cf [

-FMC 0

- Fluda + AntiCD20

- Fluda + AntiCD52

- AntiCD20 + AntiCD52 [

-2-CDA |

- MiniCHOP 17

- Trasplante de m. 6sea: Autélogo [1 Alogénico ] Mini-Alo] Fecha: / [/
Reevaluacion tras tto:

Respuesta:

NOTA IMPORTANTE: (*) A RELLENAR POR SECCION DE CITOLOGIA DEL H.M.M.
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NOTAS

4.4. ANALISIS ESTADISTICO.

El andlisis estadistico se realizd atraves del programa Stadistical Package for the Social

Science (SPSS), version 18.0 para sistema operativo Windows (Chicago, Illinois, EEUU).

4.4.1. ANALISIS UNIVARIANTE.

El estudio descriptivo de las variables cualitativas se realizO mediante el célculo de la
frecuencia absoluta y frecuencia relativa en porcentajes, siendo representado graficamente en
sistema de sectores o0 diagrama de barras. Para el estudio del ajuste a una distribucién normal de las
variables cuantitativas, se aplico la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Las variables continuas fueron
representadas como media +/- desviacion estdndar (DE) ¢ mediana y rango intercuartilico. La
correlacion entre 2 variables continuas se realiz6 mediante el coeficiente de correlacion de Pearson.
Las variables categdricas fueron comparadas mediante el test de la chi-cuadrado y utilizamos la U
de Mann-Whitney para comparar aguellas variables que no seguian una distribucién normal. Las
tasas de supervivencia libre de evento fueron calculadas utilizando el método de Kapplan Meier, y
las diferencias al comparar grupos se determinaron mediante el log rank test. Estos resultados se

representan graficamente mediante curvas de supervivencia.

4.4.2. ANALISIS MULTIVARIANTE.

El efecto independiente de las variables en el pronostico se calculé usando el modelo de
regresion multivariante de riesgos proporcionales de Cox, incluyendo en el modelo aquellas
variables tanto clinicas como de laboratorio que mostraron un valor de p < 0.05 en el analisis
univariante, y calculando la razén de riesgo (HR) y el intervalo de confianza al 95%.

Desarrollamos un indice prondstico asignando a cada variable que mostr6 su significacion
pronostica de manera independiente una puntuacion proporcional a su coeficiente de regresion.

Para la construccion del nomograma e indice pronostico se utilizd el modelo cox bi y

multivariante con modelizacion stepwise (hacia atras condicionada) siguiendo la metodologia
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descrita para la generacion de nomogramas (lasonos A. y cols, 2.008). Debido al relativamente
pequefio tamafio de la muestra en la modelizacién Cox multivariante, los niveles de significacion
de las variables se extendieron a un limite de significacion de 0,2.

Para la validacion del nomograma se establecié un coeficiente de concordancia (CC) y por
remuestreo Jacknife se obtuvo un estimador no sesgado del mismo.
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5. RESULTADOS.

5.1. CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS SUJETOS INCLUIDOS EN EL
ESTUDIO.

Como ya expusimos en el apartado anterior, se seleccionaron 303 pacientes diagnosticados
de leucemia linfatica cronica B durante 1.991 y Diciembre del 2.009.

5.1.1. Analisis descriptivo de las variables cualitativas.

En la Tabla 6 se exponen las caracteristicas generales de los 303 pacientes incluidos en el
estudio.

De los 303 pacientes, el 55.4% fueron varones frente a un 44.6% de mujeres (Fig. 13). La
media de edad al diagnostico fue 68 afios (rango: 32-95 afios). EI mayor porcentaje de pacientes
(66.3%) tenia mas de 65 afios, frente a un 25.7% que estaba entre 50 y 65 afios, y un 7.9% que
presentaba menos de 50 afios (Fig. 14). El 82.5% de los casos fueron diagnosticados de forma
casual, frente a un 7.3% a raiz de la aparicién de adenopatias, un 1.3% que consultd por anemia y
un 8.9% por otras causas (infecciones, hemorragias...). Los pacientes fueron estadiados de acuerdo
a las clasificaciones de Rai y Binet (Fig. 15, 16, 17, 18 y 19).

La cifra de pB2-microglobulina, el test de Coombs directo y el proteinograma se
determinaron en el 84.8%, 83.2% y 96.7% respectivamente (Fig. 20, 21y 22).

El score inmunofenotipico segun la propuesta del grupo de Matutes se determiné en el
88.8% de los pacientes (Fig.23). La determinacion del antigeno de superficie CD38 se realizé en el
87.1% de los pacientes. En funcién de la expresion de este antigeno, se identificaron dos grupos:
CD38+ y CD38-, habiendose establecido el punto de corte en un 20% en nuestra serie. EI porcentaje
de pacientes CD38+ fue de un 37.9% frente a un 62.1% de pacientes CD38- (Tabla 7) (Fig. 24). En
Enero del afio 2.004 iniciamos en nuestro laboratorio la determinacion de la proteina tirosin-kinasa
ZAP70 mediante citometria de flujo, siendo realizada en el 65% de los pacientes. También se
establecieron 2 grupos: ZAP70+ y ZAP70- (punto de corte: 20%) (Tabla 8) (Fig. 25).

El aspirado medular se realiz6 en el 99.7% de los pacientes, sin embargo solo en el 58.7%
de los mismos se pudo llevar a cabo una biopsia 6sea (Fig. 26). El estudio citogenético por la
técnica convencional se llevé a cabo en el 51.2% de los pacientes, objetivando alteraciones
cromosomicas en el 29.7% de éstos. La alteracion citogenética mas frecuente fue la trisomia 12,

seguida de la delecion 13. En el mismo porcentaje de los casos se realizé la técnica de hibridacion
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in situ (FISH), objetivando alteraciones cromosémicas en el 42.6% de los casos. La delecion 13q
fue la anomalia cromosémica aislada méas frecuente detectada por FISH, seguida de la trisomia 12 y
de la delecion 11q. La delecion 13q fue la anomalia que con mas frecuencia se encontr6 asociada a
otras alteraciones. En la Tabla 9 se exponen las alteraciones cromosémicas halladas en nuestra
serie por FISH. En cuanto al fendmeno de evolucidn clonal, lo detectamos en el 47.7% de los 88
pacientes en los que se habia llevado a cabo el estudio citogenético en distintos momentos de la
evolucidn de la enfermedad (Fig.27).

Respecto al tratamiento, durante el periodo de seguimiento, el 50.8% de los pacientes no lo
precisaron a lo largo de la evolucion de la enfermedad frente a un 49.2% que si (la media de
seguimiento fue de 68.37 meses, la mediana de 62 meses) (Fig.28). La media de meses
transcurridos desde el diagnéstico de la enfermedad hasta el inicio del primer tratamiento en
aquellos que lo precisaron fue de 27.63 meses. También se observé que de los pacientes que
recibieron tratamiento, aproximadamente 1/3 (32.9%) necesitd mas de tres lineas de quimioterapia.
El tratamiento mas utilizado fueron los alquilantes, fundamentalmente el clorambucil, seguido de
los esquemas que incluian fludarabina (Tabla 10). De los pacientes que recibieron tratamiento, el
40.3% recibieron fludarabina frente a un 59.7% que no la recibié. Solo 6 pacientes de toda la serie,
menores de 60 afios, fueron sometidos a trasplante de PHSP, un aut6logo, cinco alogénicos (3 de
ellos de intensidad reducida) y un trasplante de corddn.

Con una mediana de seguimiento de 62 meses, excluyendo 35 casos en los que se ha
perdido el seguimiento, el 71.64% de los pacientes estan vivos frente a un 28.36% que han fallecido
a lo largo del periodo de seguimiento del estudio (Fig. 29), siendo la principal causa de muerte la
sepsis (37.9%; 28/75, 5 de ellos con neumonia y 2 con infeccion por CMV) asi como otros eventos
ajenos a la propia enfermedad (27%; 20/75), seguidas de progresion de la enfermedad (17.6%;
13/75) y segundas neoplasias (17.6%; 13/75). Las segundas neoplasias (incluyendo tumores sélidos
y hematoldgicos) se presentaron en 68 pacientes (22.4%), siendo los mas frecuentes los tumores
cutaneos (28.4%; 19/68) seguidos de los linfomas (14.9%; 10/68, 3 de ellos Sindrome de Richter).
Dentro de las neoplasias hematoldgicas (17/68) las mas frecuentes fueron los linfomas (10/17),
seguidas de sindromes mielodisplasicos-mieloproliferativos (4/17) y gammapatias monoclonales
(3/17, cumpliendo 2 de ellos criterios de mieloma multiple). Destacar que en el grupo de pacientes
menores de 50 afios, la supervivencia hasta el cierre del estudio era del 95.8%. En el seguimiento de
los pacientes se analizo la supervivencia acumulada, en meses, desde el momento del diagnéstico
hasta el fallecimiento del enfermo o la fecha de cierre del estudio (Diciembre 09) siendo de un
74.9%.
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Tabla 6. Caracteristicas generales de la cohorte de sujetos incluidos en nuestra serie.

Variable N %
Edad
< 50 afios
- 24/303 7.9
o005 anos 78/303 25.7
201/303 66.3
Sexo
Varon 168/303 55.4
Mujer 135/303 44.6
Adenopatias
No 181/303 59.7
Menos de 3 79/303 26.1
30maésde3 43/303 14.2
Esplenomegalia
No 266/303 87.8
Si 37/303 12.2
Hepatomegalia
No 281/303 92.7
Si 22/303 7.3
Estadio (Rai)
0 166/303 54.8
| 77/303 25.4
I 34/303 11.2
i 13/303 4.3
v 13/303 4.3
Estadio (Binet)
A 238/303 78.5
B 39/303 12.9
C 26/303 8.6
B2microglobulina
<4 mg/ L 212/257 82.5
>4 mg/ L 45/257 17.5
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Tabla 6. Caracteristicas generales de la cohorte de sujetos incluidos en nuestra serie.

Variable N %
TCD 239/252 94.8
Negativo 13/252 5.2
Positivo
TDL
No alcanzado 137/265 51.7
Alcanzado 128/265 48.3
Proteinograma
Normal 235/293 80.2
Monoclonal 17/293 5.8
Hipogammaglobulinemia 45/293 14
Score IF (Matutes)
1 1/269 0.4
2 13/269 4.8
3 40/269 14.9
4 67/269 24.9
5 109/269 40.5
6 39/269 14.5
Patron de infiltracion osea
Nodular 19/178 10.7
Nddulo-intersticial 88/178 49.4
Intersticial 23/178 12.9
Difuso 30/178 16.9
Normal 18/178 10.1
Citogenética convencional
Normal 109/155 70.3
Anomala 46/155 29.7
FISH
Normal 89/155 57.4
Anomalo 66/155 42.6
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Tabla 6. Caracteristicas generales de la cohorte de sujetos incluidos en nuestra serie.

Variable N %
Tratamiento
No 154/303 50.8
Si 149/303 49.2
Estatus vital
Vivo 192/268 71.64
Muerto 76/268 28.36

Figura 13. Distribucion por sexo.

Mujer
N=135

Hombre
N= 168
(55.4%)
Figura 14. Distribucion por edad.
< 50 afios
N=24
51-64
afios
N=78
>65 afios
N= 201
(66.3%)




Figura 15. Distribucién por adenopatias.

>0=23.
N=43 (14.2%)

<3.

N= 79 No

(26.1%) N=181
(59.7%)

Figura 16. Distribucion por esplenomegalia.

Esplenomegalia
N= 37 (12.2%)

No esplenomegalia
N= 266 (87.8%)

Figura 17. Distribucion por hepatomegalia.

Hepatomegalia
N= 22 (7.3%)

No hepatomegalia
N= 281 (92.7 %)
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Figura 18. Distribucion por estadio segun la clasificacién de Rai.

IV. N=13 (4.3%)

111, N= 13 (4.3%)

1. N= 34 (11.2%)

0. N= 166
(54.8%)

1. N= 77 (25.4%)

Figura 19. Distribucion por estadio segun la clasificacion de Binet.

C. N= 26 (8.6%)

B. N=39
(12.9%)

A. N=238
(78.5%)

Figura 20. Distribucion por 2-microglobulina.

B2M >4
N=45

B2M <4
N= 212
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Figura 21. Distribucién por Test de Coombs directo.

Positivo
N= 13 (5.2%)

Negativo
N=239

Figura 22. Distribucion por caracteristicas del proteinograma.

Hipogammaglobulinemia
N= 10 (1%)

Monoclonal
N=17 (5.8%)

Normal
N=235
(80.2 %)

Figura 23. Distribucion por score inmunofenotipico.

Score 1
N= 1 (0.4%)

Score 6

N= 39 (14.5%) Score 2

N= 13 (4.8%)

Score 3
N= 40 (14.9%)

Score 4
Score 5 N= 67 (24.9%)

N= 109 (40.5%)




Tabla 7. Identificacion de 2 subgrupos en funcién de la expresion de CD38 en la poblacion de

nuestro estudio.

CD38 n %
Negativo 164 62.1
Positivo 100 37.9

Tabla 8. Identificacion de 2 subgrupos en funcién de la expresion de ZAP70 en la poblacién de

nuestro estudio.

ZAPT70 n %
Negativo 97 49.2
Positivo 100 50.8

Figura 24. Distribucion por la expresion del antigeno CD38.

Positivo
N= 100
(37.9%)

Negativo
N= 164
(62.1%)
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Figura 25. Distribucidn por la expresion de la proteina ZAP70.

Negativo

N=97 (49.2 %) Positivo
N= 100
(50.8%)

Figura 26. Distribucion por el patrén de biopsia dsea.

Difuso
N= 30 (16.9%)

Nodulo-intersticial
N= 23 (12.9%)

Normal
N=18 (10.1%)

Nodular
N=19 (10.7%)

Intersticial
N= 88 (49.4%)

Figura 27. Distribucion por evolucion clonal.

No
N= 44 (42.3%)

Si
N= 60
(57.7%)




Tabla 9. Alteraciones cromosdmicas por orden de frecuencia determinadas por FISH en nuestra

serie.

N= 66 %
Del 13q 30 455
+12 19 28.8
Del 13q, del 119 6 9.1
Del 11q 3 4.5
Del 11q, +12 2 3
Del 13q, del 17p 2 3
Del 6q 1 15
Del 17p 1 15
Del 13q, del 6q 1 15
Del 11q, del 17p 1 15

Figura 28. Distribucion en funcion del tratamiento.

Si
N= 149 (49.2 %)
No

N= 154
(50.8%)
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Tabla 10. Tratamiento recibido en la poblacion de nuestro estudio.

Tratamiento n %
Alquilantes 72 53.3
Esquemas con fludarabina 43 31.9
Poliquimioterapia 14 10.4
Pentostatina o Bendamustina 6 4.4

e Alquilantes: clorambucil v.o., ciclofosfamida v.o.
e Poliquimioterapia: CHOP, COP,...

Figura 29. Distribucion por estatus vital.

Muerto
N= 76 (28.36%)

Vivo
N=192
(71.64%)

5.1.2. Analisis descriptivo de las variables cuantitativas.
En la Tabla 11 se expone el analisis descriptivo de las variables cuantitativas de los 303

pacientes incluidos en el estudio. La mediana de edad al diagnostico fue de 69 afios (rango: 32-95
afios). La mediana de meses de seguimiento fue de 62 meses (rango: 1-338 meses).
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Tabla 11. Andlisis descriptivo de las variables cuantitativas.

Variable

Mediana (rango intercuartilico)

Edad (afios)

Hemoglobina (g/dL)
Leucocitos (x10*/uL)
Neutrofilos (x10%/uL)
Linfocitos (x10%/uL)
Monocitos (x10*/pL)
Eosindfilos (x10%/uL)
Plaquetas (x10*/uL)
Creatinina (mg/dl)

Acido drico (mg/dl)

Ca (mg/dl)

BT (mg/dl)

BD (mg/dl)

GPT (u.int/L)

LDH (u.int/L)

FA (u.int/L)

Proteinas totales (g/L)
Albumina (g/L)

IgG (mg/L)

IgA (mg/L)

IgM (mg/L)
B2-microglobulina (mg/L)
VSG (mm/h)

PCR (mg/L)

TDL (meses)

% Linfocitos patolégicos
N° de meses de seguimiento
N° de meses desde el diagnostico al primer tratamiento

N° de lineas de tratamiento

69 (61-76)

13.9 (12.8-14.7)
17.500 (12.600-30.900)
4.060 (3.200-5.193)
11.996 (7.600-20.900)
700 (500-1.000)
195 (100-220)

190 (154-225)
1(0.86-1.17)

5.8 (4.81-6.9)

9.3 (9-9.7)

0.6 (0.5-0.8)

0.2 (0.13-0.47)

20 (15-25.25)

324 (266-390)

174 (131-212)

69 (66-73)

44 (41-46)

880 (710.75-1070)
167 (114-246.5)

60 (38-100)

2348 (1800-3249.5)
12 (5-24.75)

5 (3-5)

21 (8-40)

44 (27-62)

62 (30-96)

14.5 (1-40.5)

2 (1-3)
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Figura 30. Histograma de edades (p: 0.121).
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Figura 31. Histograma de hemoglobina (p = 0.001).
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Figura 32. Histograma de leucocitos (p = 0.0001).
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Figura 33. Histograma de neutréfilos (p = 0.0001).
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Figura 34. Histograma de linfocitos (p = 0.0001).
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Figura 35. Histograma de monocitos (p = 0.0001).
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Figura 36. Histograma de eosinofilos (p = 0.0001).
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Figura 37. Histograma de plaquetas (p = 0.002).
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Figura 38. Histograma de creatinina (p = 0.001).
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Figura 39. Histograma de acido drico (p = 0.212).
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Figura 40. Histograma de calcio (p = 0.034).
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Figura 41. Histograma de BT (p = 0.0001).
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Figura 42. Histograma de BD (p = 0.028).
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Figura 43. Histograma de GPT (p = 0.0001).
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Figura 44. Histograma de LDH (p = 0.0001).
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Figura 45. Histograma de FA (p = 0.001).
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Figura 46. Histograma de proteinas totales (p = 0.0001).
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Figura 47. Histograma de albdmina (p = 0.004).
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Figura 48. Histograma de 1gG (p = 0.0001).
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Figura 49. Histograma de IgA (p = 0.0001).
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Figura 50. Histograma de IgM (p = 0.0001).
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Figura 51. Histograma de f2-microglobulina (p = 0.0001).
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Figura 52. Histograma de VSG (p = 0.0001).
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Figura 53. Histograma de PCR (p = 0.0001).
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Figura 54. Histograma de TDL (p = 0.013).
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Figura 55. Histograma de linfocitos patoldgicos (p = 0.146).
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Figura 56. Histograma de n°® de meses de seguimiento (p = 0.014).
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Figura 57. Histograma de nimero de meses desde el diagnostico al primer tratamiento
(p = 0.0001).
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Figura 58. Histograma de numero de lineas de tratamiento. (p = 0.0001).
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5.2. FACTORES PRONOSTICO DE SUPERVIVENCIA.

De los 303 pacientes incluidos en el estudio 192 continGian vivos y 76 han fallecido. De los
35 restantes desconocemos la evolucion por diversas circunstancias. Como hemos comentado
previamente la media de seguimiento fue de 68.37 meses (1-339 meses) y la mediana fue 62 meses.
La supervivencia global de nuestra poblacion durante el periodo de tiempo comprendido entre el
afio 1.991 y Diciembre del afio 2.009 (339 meses), fue del 71.64%. La supervivencia acumulada, es
decir, la supervivencia obtenida si se realizara un seguimiento de 339 meses a todos los pacientes
incluidos en nuestro estudio, seria de un 74.9 % tal y como queda representada en la Figura 59. Por

grupos de edad, encontramos diferencias significativas, de manera que la supervivencia en los
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pacientes menores de 50 afios fue de un 95.8% frente a un 82.1% en el grupo entre 51-64 afios y un
69.7% en los mayores de 65 afios (p = 0.0001) (Figura 60).

Hemos estudiado la supervivencia y el estatus vital en relacion con las siguientes variables:
- Variables clinico-bioldgicas.

- Patr6n de infiltracién en la biopsia 6sea.

- Estudio inmunofenotipico.

- Estudio citogenético.

- Tratamiento.

Figura 59. Supervivencia acumulada en nuestra poblacion.
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5.2.1. CARACTERISTICAS CLINICO BIOLOGICAS.

En cuanto al andlisis de las variables clinico-biol6gicas cualitativas y la supervivencia se
observo una relacién estadisticamente significativa de ésta con la edad (Figura 60), la presencia de
adenopatias, hepatoesplenomegalia (Figuras 61, 62 y 63) (Tablas 12, 13 y 14), el estadio clinico
segln la clasificacion de Rai y de Binet (Figuras 64 y 65) (Tablas 15 y 16), la cifra de B2-
microglobulina, el TCD y el tiempo de doblaje linfocitario (Figuras 66, 67 y 68) (Tablas 17, 18 y
19). Los pacientes con adenopatias y/o hepatoesplenomegalia presentaron una supervivencia
significativamente menor.

En cuanto al estadio clinico, teniendo en cuenta ambos sistemas (Rai y Binet), la
supervivencia fue menor a medida que se incrementaba el estadio. Asi, la media de supervivencia
estimada para los estadios de Rai fue: 234.53 meses para el estadio 0 (95%CIl, 188.76-280.29),
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129.27 meses para el estadio | (95%CI, 110.055-148.492), 92.11 meses para el estadio 11 (95%Cl,
69.46-114.77), 79.37 meses para el estadio 111 (95%Cl, 49.75-108.99) y 63.18 meses para el estadio
IV (95%CI, 39.86-86.50). El sistema de estadiaje de Binet también se correlacion6 con la
supervivencia siendo la media de supervivencia estimada de 225.62 meses en el estadio A (95%Cl,
189.78-261.45), 94,66 meses para el estadio B (95%Cl, 75.49-113.84) y 70.14 meses en el estadio
C (95%Cl, 52.40-87.87).

La supervivencia también se vio influenciada de forma significativa por los niveles de B2-
microglobulina, siendo menor en aquellos pacientes con niveles séricos mas altos (> 4 mg/L). La
presencia de un TCD positivo impactd negativamente con la supervivencia de nuestra serie. Por
altimo, los pacientes que no alcanzaron el tiempo de doblaje linfocitario a lo largo del periodo de
seguimiento tuvieron una supervivencia significativamente mayor que aquellos que si lo alcanzaron.
En esta serie de pacientes no se han observado diferencias en la supervivencia al analizar el sexo o

las alteraciones en el proteinograma.

Figura 60. Supervivencia por grupos de edad (p = 0.0001).
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Figura 61y Tabla 12. Supervivencia en funcion de la presencia de adenopatias (p = 0.0001).
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Adenopatias (n = 268) Vivos Exitus
No (n = 157) 66.14% 39.47%
<3(n=713) 23.95% 35.52%
>3 (n=238) 9.91% 25.01%
p = 0.0001

Figura 62 y Tabla 13. Supervivencia en funcion de la esplenomegalia (p = 0.0001).
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Si (n=33) 8.85% 21.05%
p = 0.006
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Figura 63 y Tabla 14. Supervivencia en funcion de la hepatomegalia (p = 0.0001).
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Hepatomegalia (n = 268) Vivos Exitus
No (n = 250) 96.36% 85.53%
Si (n=18) 3.64% 14.47%
p =0.001

Figura 64 y Tabla 15. Supervivencia en funcion del estadio clinico Rai (p = 0.0001).
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0 (n=144) 63.02% 30.26%
1(n=172) 23.95% 34.21%
11 (n =29) 8.85% 15.78%
111 (n = 10) 1.5% 9.2%
IV (n=13) 2.68% 10.55%
p = 0.0001
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Figura 65y Tabla 16. Supervivencia en funcion del estadio clinico Binet (p = 0.0001).
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Binet (n =268) Vivos Exitus
A(n=212) 86.45% 60.59%
B(n=33) 19.56% 19.74%
C(n=23) 3.99% 19.74%
p = 0.0001

Figura 66 y Tabla 17. Supervivencia en funcion de la cifra de p2-microglobulina (p = 0.001)
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p = 0.0001
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Figura 67 y Tabla 18. Supervivencia en funcion del TCD (p = 0.026).
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TCD (n=231) Vivos Exitus
Negativo (n = 220) 98.3% 86.9%
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p = 0.0001

Figura 68 y Tabla 19. Supervivencia en funcién del TDL (p = 0.010).
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p = 0.0001

En las variables cuantitativas se objetivaron diferencias estadisticamente significativas en la

edad, cifra de hemoglobina, leucocitos, linfocitos, plaquetas, tiempo de doblaje linfocitario,
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albimina, BD, calcio, LDH y B2-microglobulina (Tabla 20). La edad en el grupo de pacientes

fallecidos era significativamente superior a la del grupo de pacientes vivos. La cifra de Hb y

plaguetas en los pacientes vivos fue significativamente mayor que en los fallecidos. Por el contrario,

la cifra de leucocitos y linfocitos era significativamente menor en los pacientes vivos. Los pacientes

vivos tenian una media de valores de LDH y B2-microglobulina significativamente mas baja y una

media de niveles de BD, calcio y albumina significativamente mas alta al diagnostico que los

pacientes fallecidos. EI nimero de meses de seguimiento desde el diagndstico de la enfermedad fue

significativamente mayor en el conjunto de pacientes vivos y el nimero de meses transcurridos

desde el diagnostico hasta que se produce la duplicacion linfocitaria también lo fue. De igual modo

el tiempo transcurrido desde el diagnéstico hasta el inicio de tratamiento fue significativamente

menor en los pacientes fallecidos.

Tabla 20. Comparacion variables cuantitativas entre ambos grupos.

Variable Vivos Exitus p
Edad (afos) 65.30+11.24 71.9+8.12 0.004
Hb (g/ dL) 138+1.71 13.02 + 1.88 0.004
Leucocitos (x10%/uL) 22932.13 + 24346.92 | 34965.52 + 32751.70 0.001
Linfocitos (x10%/uL) 16618.31 + 19526.13 | 26029.77 + 25771.30 0.001
Neutrofilos (x10%/uL) 4543.03 + 3662.06 4702.45 + 3403.59 0.916
Monocitos (x10*/uL) 1007.72 + 2376.68 1020.31 + 1187.76 0.795
Eosinofilos (x10%/uL) 216.57 = 159.06 188.56 + 153.65 0.093
Plaquetas (x10°/pL) 201.27 £ 79,37 173.55 £ 55.67 0.001
Cr (mg/ dL) 1.02+0.27 1.07 £0.28 0.101
Urato (mg/dL) 5.89 +1.58 6.14 + 1.68 0.324
Ca (mg/ dL) 9.32+£0.65 9.08 + 0.56 0.037
Bt (mg/ dL) 0.67 +0.32 0.72+0.31 0.180
Bd (mg/ dL) 0.64 +0.68 0.21 +0.17 0.048
GPT (u.int/ L) 22.31+9.6 21.25+11.76 0.147
LDH (u.int/ L) 324.31+114.8 400.15 + 205.67 0.001
FAL (u.int/ L) 172.23 £ 70.49 193.74 £112.11 0.105
PT (g/ L) 70.38 £7.13 68.83 £ 7.05 0.079
Alb (g/ L) 43.82 +3.79 42.90 + 3.76 0.020
1gG (mg/ dL) 970.43 + 688.66 950.57 + 647 0.245
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Tabla 20. Comparacion variables cuantitativas entre ambos grupos.

lgA (mg/ dL) 190.23 + 102.12 205.65 + 180.11 0.373
IgM (mg/ dL) 84.84 + 107.66 90.41 + 84.42 0.702
2M (mg/ dL) 2412.31 + 1067.78 3626.07 £ 1917.69 0.0001
VSG (mm/ h) 16.67 + 17.22 19.96 + 20.79 0.226
PCR (mg/ L) 5.45 + 8.31 5.62+9.48 0.647
TDL (meses) 31.24 £24.97 20.36 £ 20.88 0.002
% linfocitos patolégicos 40.23 +21.38 54.34 +£20.48 0.668

5.2.2. CARACTERISTICAS HISTOPATOLOGICAS.

La biopsia 6sea se realizd en 178 pacientes, de las cuales 18 fueron informadas como

“normales”, sin evidencia de infiltracion por sindrome linfoproliferativo. Al realizar el analisis

teniendo en cuenta los cuatro patrones infiltrativos se observaron diferencias estadisticamente

significativas en las curvas de supervivencia, de manera gque en los pacientes con un patron difuso la

supervivencia fue menor (50%), seguido del patron nédulo-intersticial (72%), el nodular (77.8%) y

por Gltimo, el intersticial con mayor supervivencia (85.1%) (Figura 69) (Tablas 21 y 22).

Figura 69 y Tablas 21 y 22. Supervivencia en funcion del patrén de infiltracion en la biopsia dsea

(p = 0.002).

0,81

o
>
1

Supervivencia acum
o
bl

}?

0,0

T T T
0,00 50,00 100,00

T
150,00

numero de meses de seguimiento

T
200,00

B.O.  (n=165)

Vivos

Exitus

Patron no difuso (n = 139)

91.8%

62.7%

Patrén difuso (n = 26)

8.2%

37.3%

105



B.O. (n=147) Vivos Exitus

Nodular (n =17) 11.1% 10.2%

Intersticial (n = 84) 64.8% 33.3%

Nédulo-intersticial (n = 22) 15.7% 17.9%

Difuso (n =24) 8.4% 38.6%
p = 0.0001

5.2.3. CARACTERISTICAS INMUNOFENOTIPICAS.

Al comparar ambos grupos de pacientes se observd una diferencia estadisticamente
significativa entre el estatus vital y el score inmunofenotipico propuesto por el grupo Matutes (p =
0.021). Las curvas de supervivencia al dividir a los pacientes en 2 grupos (score 1-3 versus score 4-
6) fueron diferentes, y esta diferencia alcanzé significacion estadistica (Figura 70).

Fig 70. Supervivencia en funcion del score inmunofenotipico (p = 0.011).
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5.2.4. CARACTERISTICAS CITOGENETICAS.

Las alteraciones citogenéticas fueron agrupadas en 3 grupos de riesgo: favorable (delecién
13q, FISH y/o citogenética convencional normal), intermedio (trisomia 12, delecién 6q y/o 1 6 2
alteraciones en el cariotipo) y desfavorable (delecion 11q, delecién 17p y/o cariotipo complejo).
(Tabla 23).

Hallamos diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos en relacion con la

presencia 0 no de alteraciones cromosomicas por citogenética convencional, de manera que en el
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grupo de pacientes fallecidos el cariotipo anémalo era significativamente mas frecuente que en el
grupo de los vivos (Tabla 24). La supervivencia fue significativamente mayor en los pacientes que
no presentaban anomalias cromosémicas por FISH (Figura 71). Por citogenética convencional no
encontramos diferencias en las curvas de supervivencia entre ambos grupos, pero si es de destacar
la tendencia de los pacientes sin anomalias cariotipicas a tener una mayor supervivencia (p =
0.073). En cuanto al tipo de aberracién, no encontramos diferencias en la curva de supervivencia ni
por citogenética convencional ni por FISH. Al considerar a los pacientes en los tres grupos
citogenéticos pronostico (favorable, intermedio y desfavorable) también encontramos diferencias
estadisticamente significativas, de manera que la supervivencia fue menor en los pacientes del
grupo desfavorable (59,1%), seguido del intermedio (67,7%) y del favorable (81,7%) (Figura 72)
(Tabla 25). Igualmente, la necesidad de tratamiento fue mayor en los pacientes del grupo
desfavorable seguido del intermedio y del favorable.

En el andlisis de la evolucion clonal se incluyeron 88 pacientes diagnosticados de LLC,
estudiados por FISH, al diagnéstico y durante su evolucidn, salvo un paciente en el que el estudio se
realizé por citogenética convencional. Investigamos diversos factores clinicos y bioldgicos (edad,
B2M, ZAP70, CD38, dell3q, +12, delllq, dell7p, estadio, lineas de tratamiento, meses hasta el
inicio del primer tratamiento, meses de seguimiento, estatus vital y segundas neoplasias).

En el grupo sin evolucion clonal (46/88), la mayoria (34/46) no mostraba alteraciones al
diagnostico ni en el seguimiento. Los 12 restantes mantuvieron las mismas anomalias que en el
estudio basal: del13q (n = 6, dos de ellas asociadas a otra anomalia, una a la delllq y otra a la
dell7p), delllq (n = 2, una de ellas asociada a la del13q), y +12 (n = 4). En el grupo que si sufri6
evolucidn clonal (42/88), 29 tenian FISH normal al diagnostico. La alteracion Gnica méas observada
fue la del13qg (n = 17); sequida de ladell7p (n = 2), y la+12 (n = 1).

En el estudio univariante, la Gnica variable del diagndstico relacionada con evolucion clonal
fue el nimero de lineas de quimioterapia recibidas (p = 0,011). Se apreci6é una mayor tendencia en
los pacientes con evolucion clonal a cifras de f2M mas elevadas (p = 0,068). La supervivencia en
los pacientes que presentaron evolucion clonal a lo largo del periodo de seguimiento fue
significativamente menor que la de los pacientes que no la presentaron (p = 0.012) (Figura 73). Los

resultados obtenidos para CD38 y ZAP70 serdn comentados més adelante.
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Tabla 23. Alteraciones cromosdmicas por grupos de riesgo citogenético en nuestra serie.

Grupo pronostico N= 206 %
Favorable (del 13q, FISH y/o citogenética convencional normal) 153 74.3
Intermedio (+12, del 6g y/o 1 ¢ 2 alteraciones en el cariotipo) 31 15
Desfavorable (delecion 11q, delecion 17p y/o cariotipo complejo) 22 10.7

Tabla 24. Comparacion de la citogenética convencional entre ambos grupos.

Citogenética convencional ~ (n =151) Vivos Exitus
Normal (n = 107) 76.1% 55.26%
Anormal (n = 44) 23.9% 44.74%
p=0.014

Figura 71. Supervivencia en funcion de los hallazgos del estudio FISH (p = 0.001).
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Figura 72 y Tabla 25. Supervivencia en funcién de las alteraciones cromosomicas por grupos de

riesgo (p = 0.001).
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Figura 73. Supervivencia en funcion de la evolucion clonal (p = 0.012).
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5.25. TRATAMIENTO.

Durante el periodo de seguimiento, el 50.8% de los pacientes de nuestra serie no han

precisado tratamiento a lo largo de la evolucion de la enfermedad frente a un 49.2% que si. La
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mayoria de pacientes que recibieron tratamiento no necesitaron mas de tres lineas (67.1%), frente a
un porcentaje mas pequefio (32.9%) que si.

Se observaron diferencias estadisticamente significativas en las curvas de supervivencia, de
manera que en aquellos pacientes que recibieron tratamiento la supervivencia fue significativamente
inferior a la de los pacientes que no lo recibieron (Figura 74) (Tabla 26). EI nimero de lineas de
quimioterapia fue significativamente menor en los pacientes vivos (Tabla 27), sin embargo no
encontramos otras diferencias en las curvas de supervivencia, ni siquiera al separar a los pacientes
por el nimero de lineas recibidas en 2 grupos (menos de 3 lineas de tratamiento versus mas de 3).

También se determind, en los pacientes que necesitaron tratamiento, el nimero de meses
transcurridos desde el diagndéstico de la enfermedad hasta el inicio de éste. La media de meses
transcurridos desde el diagnoéstico de la enfermedad hasta el inicio del primer tratamiento fue de
27.63 meses (1289 meses). Al comparar ambos grupos hallamos una diferencia estadisticamente
significativa, de manera que la media de meses pasados desde el diagnostico hasta el inicio del

primer tratamiento en los pacientes vivos fue mayor que en los fallecidos (Tabla 27).

Figura 74 y Tabla 26. Supervivencia en funcion del tratamiento (p = 0.0001).
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Tabla 27. Comparacion del n° de lineas y tiempo transcurrido hasta el inicio del primer tratamiento

entre el grupo de pacientes vivos y el de fallecidos.

Variable Vivos Exitus p
N° lineas 1.76 +1.13 2.7+158 0.0001
Seguimiento (meses) 77.15+£50.42 61 + 53.95 0.023
Tpo inicio al 1° tto 32.93+42.91 21.2+25.48 0.038

En cuanto a los distintos esquemas de tratamiento recibidos, encontramos diferencias
estadisticamente significativas entre los 4 grupos, de forma que en los pacientes que fueron tratados
con esquemas con fludarabina y poliquimioterapia tipo CHOP y/o COP, el porcentaje de pacientes
vivos fue superior al de aquellos que habian recibido alquilantes, pentostatina y/o bendamustina
(Tabla 28). Al analizar las curvas de supervivencia entre los 4 grupos de tratamiento observamos
una tendencia a la significacion estadistica (p =0.082) (Figura 75), a pesar de lo cual no
encontramos diferencias al comparar el grupo de pacientes que habian recibido esquemas con

fludarabina frente a los que no.

Figura 75y Tabla 28. Supervivencia en funcion de los 4 grupos de tratamiento (p = 0.082).
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p=0.010
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5.3.ANTIGENO DE SUPERFICIE CD38.

La determinacion de la expresion del antigeno de superficie CD38 se ha realizado en 264
pacientes del estudio y se han identificado dos grupos de pacientes en funcién de la expresion de
este antigeno: CD38+ y CD38-, habiendose establecido el punto de corte en el 20%. El porcentaje
de pacientes CD38+ fue de un 37.9% frente a un 62.1% de pacientes CD38- (Tabla 7) (Fig. 24). En
este apartado hemos comparado ambos grupos con las diferentes variables clinicas, biol6gicas y de

seguimiento, obteniendo los resultados que se muestran a continuacion:

5.3.1. EXPRESION DEL ANTIGENO DE SUPERFICIE CD38 Y VARIABLES
CLINICO-BIOLOGICAS.

En cuanto al andlisis de las variables clinico-bioldgicas cualitativas no se han observado
diferencias estadisticamente significativas en cuanto al sexo, alteracion en el proteinograma o en el
test de Coombs directo. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la
presencia 0 no de adenopatias y hepatoesplenomegalia, de manera que los pacientes CD38+
presentaban significativamente mas adenopatias y hepatoesplenomegalia que aquellos CD38-
(Tablas 29, 30 y 31); y en el estadio clinico (Rai y Binet) de manera que en el momento del
diagnostico, en los pacientes CD38-, los estadios 0 de Rai y A de Binet, fueron significativamente
mas frecuentes que en los pacientes CD38+ (Tabla 32 y 33). En relacion con la f2-microglobulina
(Tabla 34), el porcentaje de pacientes con una cifra de f2-microglobulina menor de 4000 mg/ dL

fue mayor cuando el antigeno CD38 resultaba negativo.

Tabla 29. Comparacion de la presencia de adenopatias en funcién de la expresion del Ag CD38.

CD38 (n = 264)

Adenopatias Pos. Neg.
No 38% 71.95%
<3 35% 21.34%
>3 27% 6.7%
p = 0.0001
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Tabla 30. Comparacion de la presencia de esplenomegalia en funcion de la expresion del Ag CD38.

CD38 (n = 264)

Esplenomegalia Pos. Neg.

Si 23% 6.09%
No 77% 93.91%
p = 0.0001

Tabla 31. Comparacion de la presencia de hepatomegalia en funcion de la expresion del Ag CD38.

CD38 (n = 264)

Hepatomegalia Pos. Neg.

Si 12% 4.87%
No 88% 95.13%
p=0.034

Tabla 32. Comparacion del estadio clinico (Rai) en funcién de la expresion del Ag CD38.

CD38 (n = 264)

Estadio Rai Pos. Neg.
0 33% 67.7%
I 35% 19.6%
11 21% 6.7%
i 4% 3%
v 7% 3%

p = 0.0001

Tabla 33. Comparacion del estadio clinico (Binet) en funcion de la expresion del Ag CD38.

CD38 (n=259)

Estadio Binet Pos. Neg.
A 65% 87.8%
B 24% 6.1%
C 11% 6.1%
p = 0.0001
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Tabla 34. Comparacion del nivel de B2-microglobulina en funcion de la expresion del Ag CD38.

CD38 (n=234)

B2M Pos.

< 4000 mg/dL 76.2%
> 4000 mg/dL 23.8%
p = 0.009

De entre las variables cuantitativas evaluadas se objetivaron diferencias estadisticamente

significativas en la cifra de BD, FA, LDH y B2-microglobulina (Tabla 35). Los pacientes CD38+

tenian una cifra de BD y FA significativamente més baja y un valor de 32-microglobulina y LDH

significativamente mas elevado que los CD38-. El tiempo de doblaje linfocitario también resultd

significativamente mas corto en los pacientes CD38+, al igual que el nimero de meses de

seguimiento y el tiempo transcurrido desde el diagnostico hasta el inicio del primer tratamiento.

Tabla 35. Comparacion entre variables cuantitativas en funcién de la expresién del Ag CD38.

Variable CD38- CD38+ p
Edad (afios) 66.75+11.15 67.31+10.13 0.278
Hb (g/ dL) 13.80 + 1.63 13.39+1.99 0.262
Leucocitos (x10°/uL) 23432.56 + 22696.53 | 32554.90 + 34609.24 0.078
Linfocitos (x10%/pL) 17227.07 + 18684.46 | 23923.75 + 27262.89 0.096
Neutrofilos (x10%/uL) 4479.17 + 2573.18 4984.87 + 4854.67 0.409
Monocitos (x10*/uL) 1006.33 + 2452.04 1104.44 + 1488.84 0.049
Eosinofilos (x10%/uL) 205.03 £ 1534 213.96 £ 157.93 0.959
Plaguetas (x10%/pL) 194060 + 55128 185470 + 60800 0.355
Cr (mg/ dL) 1.03 +0.27 1.03+0.26 0.976
Urato (mg/ dl) 5.86 £1.63 6.07 £ 1.56 0.965
Ca (mg/ dL) 9.27 +0.61 9.24 +0.59 0.523
Bt (mg/ dL) 0.67 £ 0.34 0.70 £0.31 0.558
Bd (mg/ dL) 0.49 +0.50 0.18 +0.12 0.036
GPT (u.int/ L) 22.97 +16.78 22.32+10.51 0.729
LDH (u.int/ L) 309.66 * 105.47 388.96 + 191.43 0.0001
FAL (u.int/ L) 169.60 + 85.76 191.15 + 88 0.033
PT (g/ L) 70.3+7.47 68.9 +5.36 0.107
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Tabla 35. Comparacion entre variables cuantitativas en funcién de la expresién del Ag CD38.

Alb (g/ L) 43.4+4.01 43.57 £+ 3.69 0.989
1gG (mg/ dL) 1016.25 + 772.62 840.54 + 289.71 0.008
IgA (mg/ dL) 203.56 = 129.94 189.90 + 151.44 0.054
IgM (mg/ dL) 85.37 + 102.02 78.57 + 90.84 0.025
B2M (mg/ dL) 2556.41 + 1391.16 3075.64 + 1600.5 0.004
VSG (mm/ h) 16.7 + 16.18 18.43 + 20.97 0.618
PCR (mg/ L) 5.59+£9.09 5.61+8.27 0.231
TDL (meses) 29.58 +22.42 24.33 £ 26.49 0.035
Linfocitos patoldgicos (%) 41.66 + 21.08 50.2 £22.43 0.475
N° meses de seguimiento 77.95+51.68 53.47 £ 38.28 0.0001
N° meses al primer tto 37.47 £ 46.29 17.48 + 21.54 0.003

5.3.2.

EXPRESION DEL ANTIGENO DE SUPERFICIE CD38 Y PATRON DE
INFILTRACION EN LA BIOPSIA OSEA.

Se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los distintos patrones de

infiltracion de manera que, el patrén difuso fue mas frecuente en los pacientes CD38+ y el patrén

intersticial en los CD38- (Tabla 36). Al separarlos en dos grupos: difuso y no difuso, dicha

diferencia se incrementd. Asi los pacientes CD38+ presentaron un patron difuso en un porcentaje

significativamente mayor que los CD38- (Tabla 37).

Tabla 36. Comparacién del patron de infiltracion en la B.O. en funcion de la expresion del Ag

CD38.

CD38 (n=142)

Biopsia medular Pos. Neg.
Nodular 9.6% 13.75%
Intersticial 45.16% 66.25%
Nodulo-intersticial 11.29% 12.5%
Difuso 33.95% 7.5%

p = 0.001
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Tabla 37. Comparacion del patrén de infiltracion en la B.O. en funcion de la expresién del Ag
CD38.

CD38 (n = 159)

Biopsia medular Pos. Neg.
Patrén no difuso 66.6% 92.4%
Patrén difuso 33.4% 7.6%
p = 0.0001

5.3.3. EXPRESION DEL ANTIGENO DE SUPERFICIE CD38 Y ESTUDIO
INMUNOFENOTIPICO.

Al comparar ambos grupos de pacientes se observd una relacion estadisticamente
significativa entre la expresién de CD38 vy el score inmunofenotipico propuesto por el grupo de
Matutes (p = 0.0001). Asi, pudimos comprobar que los pacientes CD38+ tenian un score
significativamente mas bajo que los CD38- (Tabla 38). Esta diferencia también resulté patente al
separar en funcion del score en 2 grupos (1-3 vs 4-6) (Tabla 39).

Al determinar la proteina tirosin-kinasa ZAP70 mediante citometria de flujo y compararla
entre ambos grupos, CD38+ y CD38-, no hemos observado diferencias estadisticamente

significativas.

Tabla 38. Comparacion del score inmunofenotipico en funcion de la expresion del Ag CD38.

CD38 (n = 257)

Score inmunofenotipico Pos. Neg.

1 0% 0.61%
2 8.5% 3.06%
3 30.85% 6.74%
4 28.72% 22.08%
5 24.46 50.3%
6 7.47% 17.48%
p = 0.0001
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Tabla 39. Comparacion del score inmunofenotipico en funcion de la expresion del Ag CD38.

CD38 (n = 257)

Score inmunofenotipico Pos. Neg.
1-3 38.29% 13.49%
4-6 61.71% 86,51%
p = 0.0001

5.3.4. EXPRESION DEL ANTIGENO DE SUPERFICIE CD38 Y ESTUDIO
CITOGENETICO.

Hallamos una relacién significativa al comparar la expresion de CD38 y la presencia 0 no
de alteraciones cromosémicas determinadas por citogenética convencional y por FISH. Asi, en los
pacientes CD38+ el porcentaje de alteraciones cromosémicas fue mayor que en los CD38- (Tablas
40 y 41). Al analizar a los pacientes que presentaban un estudio de FISH patoldgico también
encontramos diferencias entre ambos grupos (CD38- vs CD38+) (p = 0.022), de modo que la
delecion 13q aislada fue significativamente mas frecuente en los pacientes CD38-, mientras que la
trisomia 12 y las deleciones 11q y 6q fueron mas habituales en los pacientes CD38+ (Tabla 42).
Como dato incongruente destacar que la delecion 17p se detect6 en 4 pacientes CD38- y en ningun
paciente CD38+. Al analizar las distintas alteraciones citogenéticas por separado, solo la +12 y la

del11q fueron significativas, siendo ambas mas frecuentes en los pacientes CD38+.

Tabla 40. Comparacion de anomalias cromosémicas por CC en funcion de la expresion del Ag
CD38.

CD38 (n = 150)

Citogenética Neg Pos
CCnormal (n=105) 78.16% 58.73%
CC anormal (n = 45) 21.84% 41.27%
p=0.010

Al agrupar las alteraciones citogenéticas en 3 grupos de riesgo (favorable, intermedio y
desfavorable) encontramos diferencias significativas (p = 0.0001), siendo las alteraciones del grupo
favorable més frecuentes en los pacientes CD38-, y las del grupo intermedio y desfavorable méas
frecuentes en los CD38+ (Tabla 43).
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Tabla 41. Comparacién de anomalias cromosémicas por FISH en funcion de la expresién del Ag

CD38.

CD38 (n = 150)
FISH Neg Pos
FISH normal (n = 86) 70.65% 36.2%
FISH anormal (n = 64) 29.35% 63.8%

p = 0.0001

No encontramos relacion entre la expresion de CD38 y la aparicién de nuevas alteraciones

cromosomicas a lo largo de la evolucion de la enfermedad, si al agrupar dichas alteraciones en 2

grupos: los que no presentaron evolucién clonal o presentaron la delecion 13q de forma aislada y

los que presentaron anomalias distintas a la delecion 13q (p = 0.001) (Tabla 44), de manera que los

pacientes CD38+ presentaron a lo largo de la evolucion de la enfermedad alteraciones

cromosémicas diferentes a la del13g con mas frecuencia que los CD38-.

Tabla 42. Comparacion de las distintas alteraciones cromosémicas (FISH) en funcién de la

expresion del Ag CD38.

CD38 (n =64)
Alteraciones por FISH Neg Pos p
Del 13q (n = 29) 62.96% 32.43% 0.295
+12 (n = 18) 11.14% 40.54% 0.0001
Del 11q (n=3) 0% 8.1% 0.007
Del6q (n=1) 0% 2.71% 0.386
Del 17p (n=1) 3.7% 0% 0.107
Del 13q, del 11q (n = 6) 3.7% 13.51%
Del 11q, +12 (n=2) 3.7% 2.71%
Del 13q, del 6g (n=1) 3.7% 0%
Del 13q, del 17p (n =2) 7.4% 0%
Del 11q, del 17p (n =1) 3.7% 0%

*p = 0.022 (comparacion de las distintas alteraciones en conjunto).
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Tabla 43. Comparacién de los grupos de riesgo CC y/o FISH en funcion de la expresion del Ag
CD38.

CD38 (n = 199)

Grupos citogenéticos Neg Pos
Favorable 83.19% 60%
Intermedio 7.56% 26.25%
Desfavorable 9.25% 13.75%
p = 0.0001

Tabla 44. Comparacion de los grupos de evolucion clonal en funcidn de la expresion del Ag CD38.

CD38 (n = 85)
Evolucién clonal Neg Pos
No evolucion clonal o del 13q aislada 87.75% 12.25%
Evolucion clonal no del 13q aislada 55.5% 44.5%

p = 0.001

5.3.5. EXPRESION DEL ANTIGENO DE SUPERFICIE CD38 Y TRATAMIENTO.

Se compararon ambos grupos, CD38+ y CD38-, observando una relacion estadisticamente
significativa (p = 0.0001) entre la expresion del Ag CD38 y la necesidad de requerir algun tipo de
tratamiento a lo largo del periodo de seguimiento. El porcentaje de pacientes CD38+ que precisd
tratamiento fue mayor (68%) que el objetivado en el grupo CD38- (37.8%) (Tabla 45). En cuanto a
las lineas de tratamiento no apreciamos diferencias entre ambos grupos. Tampoco encontramos
diferencias entre ambos grupos en cuanto a haber recibido o no tratamiento con fludarabina. Por
contra, cuando reunimos a los pacientes en 4 grupos de tratamiento (alquilantes, esquemas con
fludarabina, poliquimioterapia tipo CHOP o COP y bendamustina/pentostatina), encontramos que
los pacientes CD38- recibieron alquilantes en un porcentaje significativamente mayor que los
CD38+, y éstos a su vez fueron sometidos a esquemas mas agresivos con fludarabina y
poliquimioterapia (Tabla 46). Todas estas comparaciones también se realizaron por grupos de
edades. En el grupo de pacientes mayores de 65 afios y entre 50 a 65 afios solo se observaron

diferencias en cuanto a la necesidad de recibir tratamiento.
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También se determind, en los pacientes que necesitaron tratamiento, el nimero de meses
transcurridos desde el diagndstico de la enfermedad hasta el inicio de éste, siendo la media de 27.63
meses. Hallamos diferencias estadisticamente significativas al comparar la media de tiempo en
meses hasta el inicio de la terapia, que en los pacientes CD38- fue significativamente mayor al de
los CD38+ (Tabla 47). Por edades, encontramos diferencias en los grupos de mayores de 65 afios y
en el de 50 a 65 afos, siendo el tiempo transcurrido desde el diagnostico hasta el primer tratamiento
mayor en los pacientes CD38-; sin embargo en el grupo de menores de 50 afios se quedd en una
tendencia (p = 0.052). Por otro lado, hallamos diferencias estadisticamente significativas al
comparar ambos grupos con el nimero de meses de seguimiento, de manera que en los pacientes
CD38- este valor fue significativamente mayor que en los CD38+ (Tabla 48). La misma diferencia
se observé en el grupo de pacientes de 50 a 65 afios y en el de mayores de 65 afios, no asi en el

grupo de menores de 50 afios.

Tabla 45. Comparacion de la necesidad de tratamiento en funcion de la expresion del Ag CD38.

CD38 (n = 264)

Tratamiento Neg Pos
Si (n=130) 37.8% 68%
No (n =134) 62.2% 32%
p = 0.0001

Tabla 46. Comparacion los distintos tipos de tratamiento en funcion de la expresion del Ag CD38.

CD38 (n = 116)

Esquemas de tratamiento Neg Pos
Alquilantes 63.65% 40.98%
Esquemas con fludarabina 29.09% 32.78%
PoliQT (CHOP, COP,...) 1.81% 21.31%
Bendamustina/Pentostatina 5.45% 4.93%
p = 0.007
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Tabla 47. Comparacion del n® de meses desde el diagndstico hasta el primer tratamiento en funcion

de la expresion del Ag CD38.

CD38 n Media (meses) ES
Positivo 68 17.48 21.54
Negativo 61 37.47 46.29
p =0.003

Tabla 48. Comparacion del n° de meses de seguimiento en funcion de la expresion del Ag CD38.

CD38 n Media (meses) ES
Positivo 100 53.47 38.28
Negativo 164 77.95 51.68
p = 0.0001

5.3.6. EXPRESION DEL ANTIGENO DE SUPERFICIE CD38 Y SUPERVIVENCIA.

De nuestra serie de 303 pacientes, 192 continGan vivos y 76 han fallecido. De los 35
restantes desconocemos su evolucion dado que no continuaron acudiendo a la visita médica. En
cuanto a la supervivencia hallamos diferencia estadisticamente significativa entre ambos grupos al
comparar la expresion del Ag CD38, de forma que los pacientes CD38- tuvieron una supervivencia
significativamente mayor que los CD38+ (82,3% frente a un 65%; p = 0.0001) (Figura 76) (Tabla
49). El andlisis también se desglosé por grupos de edades obteniendo el mismo resultado, con la
excepcion del grupo de edad menores de 50 afios, ya que la supervivencia de estos pacientes mas

jovenes CD38- fue del 100% durante el tiempo que durd el seguimiento en nuestra serie.
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Figura 76. Supervivencia global en funcién de la expresién del Ag CD38 (p = 0.0001).

—Tnegativo

Supervivencia acum

T T T T T
0,00 100,00 200,00 300,00 400,00

numero de meses de seguimiento

Tabla 49. Comparacion del estatus vital en funcion de la expresion del antigeno CD38 (P = 0.001).

CD38 (n = 245) Negativo Positivo
Vivo 81.16% 61.53%
Muerto 18.84% 38.47%

5.4. PROTEINA TIROSIN-KINASA ZAP70.

Como hemos comentado previamente, en Enero del afio 2.004 se inicia la determinacion de
la proteina tirosin-kinasa ZAP70 mediante citometria de flujo, siendo realizada en 196 pacientes. Se
han identificado dos grupos de pacientes en funcidn de la expresion de esta proteina: ZAP+ y
ZAP70-, habiendose establecido el punto de corte en un 20%. EIl porcentaje de pacientes ZAP70+
fue de un 44.6% frente a un 55.4% de pacientes ZAP70- (Tabla 8) (Fig. 25). En este apartado
hemos comparado ambos grupos con las diferentes variables, obteniendo los resultados que se

muestran a continuacion:

54.1. EXPRESION DE LA PROTEINA ZAP70 Y VARIABLES CLINICO-
BIOLOGICAS.

En cuanto al andlisis de las variables clinico-biolégicas cualitativas no se han observado
diferencias estadisticamente significativas en cuanto a sexo, presencia de adenopatias, existencia de
hepatoesplenomegalia, estadio clinico, TDL, alteracion en el proteinograma, test de Coombs directo
o cifra de f2-microglobulina. Tampoco observamos diferencias al estudiar las siguientes variables
cuantitativas: edad al diagndstico, acido Urico, porcentaje de linfocitos patoldgicos, Hb, leucocitos,
linfocitos, neutrofilos, plaquetas, LDH, B2-microglobulina, PT, 1gG, IgA, IgM, PCR, VSG, meses
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de seguimiento y meses hasta el primer tratamiento. Tan sélo encontramos diferencias
estadisticamente significativas en el tiempo de doblaje linfocitario que fue significativamente menor
en los pacientes ZAP70+.

5.4.2. EXPRESION DE LA PROTEINA ZAP70 Y PATRON DE INFILTRACION EN
LA BIOPSIA OSEA.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los distintos patrones de
infiltracion Gsea ni al estudiarlos de forma independiente ni al agruparlos en 2: difuso y no difuso.

5.4.3. EXPRESION DE LA PROTEINA ZAP70 Y ESTUDIO INMUNOFENOTIPICO.

Al analizar ambos grupos de pacientes no se observé una relacion estadisticamente
significativa entre la expresion de la proteina ZAP70 y el score inmunofenotipico propuesto por el
grupo de Matutes. Como hemos comentado en el apartado anterior, al comparar la proteina ZAP70

con la expresion del antigeno CD38 no hemos observado significacion estadistica.

5.4.4. EXPRESION DE LA PROTEINA ZAP70Y ESTUDIO CITOGENETICO.

No hallamos una relacion estadisticamente significativa al comparar la expresion de la
proteina ZAP70 y la presencia o no de alteracion cromosémica o con el tipo de aberracion mediante
citogenética convencional. Sin embargo, si que encontramos diferencia estadisticamente
significativa al comparar ambos grupos con los resultados de los estudios de hibridacion in situ, de
manera que, en los pacientes ZAP70+ el porcentaje de alteraciones cromosémicas fue mayor que en
los ZAP70- (Tabla 50). Al analizar cada una de las alteraciones posibles por separado Unicamente
observamos una diferencia significativa en la delecion 17p. A diferencia de lo que ocurre con el Ag
CD38, en nuestra serie la delecion 17p se present6 solo en los pacientes ZAP70+ (p = 0.045) (Tabla
51).

Al igual que ocurria con CD38, al agrupar las alteraciones en 3 grupos citogenéticos de
riesgo encontramos diferencias significativas (p = 0.039), siendo las alteraciones del grupo
favorable més frecuentes en los pacientes ZAP70- y las del grupo desfavorable en los ZAP70+. En

el grupo de riesgo intermedio, la expresion de ZAP70 fue similar (Tabla 52).
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Tabla 50. Comparacion de anomalias cromosomicas por FISH en funcién de la expresion de
ZAPT0.

ZAP70 (n = 136)

FISH Neg Pos
FISH normal 67.16% 46.37%
FISH anormal 32.84% 53.63%
p =0.014

Tabla 51. Comparacion de la delecién 17p en funcidn de la expresion de ZAP70.

ZAP70 (n = 136)

Del 17p Neg Pos

Si 0% 5.79%
No 100% 94.21%
p = 0.045

Tabla 52. Comparacion de grupos de riesgo CCy/o FISH en funcion de la expresion de ZAP70.

ZAP70 (n = 158)

Grupos citogenéticos Neg Pos
Favorable 81.57% 68.3%
Intermedio 14.47% 15.85%
Desfavorable 3.96% 15.85%
p=0.039

5.4.5. EXPRESION DE LA PROTEINA ZAP70 Y TRATAMIENTO.

Se compararon ambos grupos, ZAP70+ y ZAP70-, no observando una relacion
estadisticamente significativa entre la expresion de la proteina ZAP70 y la necesidad de requerir
algun tipo de tratamiento a lo largo del periodo de seguimiento. Tampoco se apreciaron diferencias
en cuanto a las lineas de tratamiento, ni a haber recibido o no tratamiento con fludarabina, y/o al
distribuir a los pacientes en los 4 grupos de tratamiento descritos previamente.

Tampoco hallamos diferencia estadisticamente significativa al comparar ambos grupos con
el nimero de meses de seguimiento o con el nimero de meses transcurridos desde el diagndstico de

la enfermedad hasta el inicio del tratamiento.
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5.4.6. EXPRESION DE LA PROTEINA ZAP70 Y SUPERVIVENCIA.

Al analizar las curvas de supervivencia no hallamos diferencias estadisticamente

significativas entre los pacientes ZAP70+ y los ZAP70-.

5.5. LINFOCITOSIS MONOCLONAL B DE SIGNIFICADO INCIERTO EN NUESTRA
POBLACION.

De los 303 pacientes diagnosticados de LLC-B en el periodo 1.991-2.009, se seleccionaron
171 con criterios de LBM o LLC estadio 0 de la clasificacion de Rai (linfocitosis aislada, sin
adenopatias, visceromegalias o citopenias). Se estudiaron los siguientes factores prondstico clinicos
y bioldgicos: edad, sexo, parametros del hemograma, B2-microglobulina (f2M), expresion de
ZAP70 y/lo CD38, y alteraciones citogenéticas agrupadas en los 3 grupos de riesgo descritos
anteriormente: favorable (delecion 13qg, FISH y/o citogenética convencional normal); intermedio
(trisomia 12, delecién 6q y/o 1 & 2 alteraciones en el cariotipo) y desfavorable (delecion 11q,
delecion 17p y/o cariotipo complejo). Evaluamos la relacion de estas variables al diagnéstico con la
evolucion de la enfermedad: estatus vital, duplicacion linfocitaria y tiempo al primer tratamiento.

De los 156 pacientes valorables con LBM o LLC estadio 0, el recuento absoluto de
linfocitos en sangre periférica en el momento del diagnéstico fue predictivo de la necesidad de
recibir tratamiento (p < 0,0001) y 10.000 (/uL) linfocitos totales fue el umbral capaz de identificar a
los pacientes que requerian tratamiento de aquellos con enfermedad estable (AUC: 0.796,
sensibilidad 78%, especificidad 63.5%; p = 0.0001). En base a este umbral dividimos a los
pacientes en 2 grupos: Grupo A: pacientes con una cifra de linfocitos totales en sangre periférica
menor de 10.000 (/uL) (n=82) y Grupo B: pacientes con una cifra de linfocitos totales en sangre
periférica mayor de 10.000 (/uL) (n=74) en el momento del diagnostico (Tabla 53).

No hubo diferencias en cuanto a edad, sexo, f2M, Hb, plaquetas, ZAP70, CD38 y
alteraciones citogenéticas. Por contra, si encontramos diferencias significativas entre ambos grupos
respecto al tiempo de duplicacion linfocitaria (Figura 77) durante el seguimiento (Grupo A versus
B: 22 pacientes versus 42, p = 0.0001). También, en cuanto a la necesidad de tratamiento (Grupo A
versus Grupo B: 9 pacientes versus 32, p = 0.0001) (Figura 78), no asi en cuanto a la supervivencia

global (Grupo A versus Grupo B, p = 0.16).
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Tabla 53. Caracteristicas de los sujetos incluidos en el analisis.

Variable Grupo A Grupo B
<10.000 (/uL) >10.000 (/uL)
n=82 n=74

Sexo varon 38 (46.3%) 43 (58.1%)
Edad al diagndstico 69 (41-91) 64 (40-86)
B2microglobulina 2.17 (1.0-6.4) 2 (1.12-4.5)
Linfocitos (x10%L) 7.2 (3.6-9.8) 14.9 (10-97.4)
Hemoglobina (g/dL) 13.9 (11-16.9) 14 (11-17.5)
Plaquetas (x10%/L) 200 (102-994) 195 (100-379)
CD38+ al diagndstico 14/75 (18.6%) 17/66 (25.7%)
ZAP70+ al diagndstico 24/50 (48%) 22/52(42.3%)
Citogenética convencional y/o FISH

Favorable 47/58 (81.1%) 41/52 (78.8%)

Intermedio 4/58 (6.8%) 9/52 (17.4%)

Desfavorable 7/58 (12.1%) 2/52 (3.8%)
Duplicacién linfocitaria (n° de pacientes) 22/79 (27.8%) 42/69 (60.86%)
Tratamiento (n° de pacientes) 9/82 (7.3%) 32/74 (20.2%)
Exitus 6/82 (7.3%) 15/74 (20.27%)

Cuando evaluamos los factores predictivos de la necesidad de tratamiento en el Grupo A,
que correspondia mayoritariamente a pacientes actualmente reclasificados como LBM, las variables
gue resultaron significativas fueron: el recuento linfocitario (HR 1,0; 95% CI: 1.000-1.001; p =
0.037), la citogenética desfavorable (HR 11,0; 95% ClI: 1.2-114.1; p = 0.03) y la expresion de CD38
(HR 5.74; 95% CI: 1.2-25.9; p = 0.02) (Figura 79). Sin embargo, en el analisis multivariante sélo la
expresion de CD38 mantuvo significacion estadistica (HR 16,04; 95% CI: 1.4-182.6; p = 0.02). Por
altimo, la tasa estimada de progresion a LLC que requiere tratamiento entre los sujetos del Grupo A

fue 1.4% por afio.
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Figura 77. Tiempo hasta la duplicacion linfocitaria en funcién del recuento linfocitario mayor o
menor a 10.000 (/uL); (p=0.0001).
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Figura 78. Tiempo hasta el primer tratamiento en funcién del recuento linfocitario mayor o menor a
10.000 (/uL); (p=0.0001).
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Figura 79. Tiempo al primer tratamiento en los pacientes con menos de 10.000 linfocitos en

funcion de la expresion de CD38 al diagnostico; (p = 0.02).
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5.6. NOMOGRAMA E INDICE PRONOSTICO EN NUESTRA POBLACION.

De los 303 pacientes diagnosticados de LLC-B en nuestra serie, se seleccionaron 152 que
reunian todos los requisitos para ser incluidos en la construccion de nuestro nomograma e indice
pronostico (IP). Se evaluaron datos clinicos (sexo, edad, presencia de adenopatias y/o
hepatoesplenomegalia, estadio clinico segun el estadiaje de Rai y Binet, necesidad de recibir
tratamiento, tiempo hasta el primer tratamiento, nimero de lineas de tratamiento recibidas a lo largo
de la evolucion de la enfermedad y el estatus vital) y datos bioldgicos (cifra de hemoglobina,
leucocitos, linfocitos y plaquetas en el momento del diagnéstico, tiempo de doblaje linfocitario,
creatinina, urato, bilirrubina total y directa, FA, LDH, VSG, PCR, B2-microglobulina, proteinas
totales, alblmina, IgG, IgA, IgM, proteinograma, test de Coombs directo, patron de infiltracion en
la biopsia 6sea, score inmunofenotipico, expresién del Ag de superficie CD38 y de la proteina
tirosinkinasa ZAP70 y por ultimo el estudio citogenético: citogenética convencional (CC) y/o FISH
en el momento del diagnostico. Las alteraciones citogenéticas fueron agrupadas en los 3 grupos de
riesgo: favorable (n=114), intermedio (n =22) y desfavorable (n= 16).

En las Tablas 54 y 55 se exponen las caracteristicas generales, cualitativas y cuantitativas,
de los 152 pacientes incluidos en el estudio. EI 57.2% fueron varones frente a un 42.8% mujeres. La
mediana de edad al diagndstico fue 66 afios (rango: 32-86 afios). EI mayor porcentaje de pacientes
(56.6%) tenia mas de 65 afios, seguido de un 30.9% que tenian entre 50 y 65 afios, y solo un 12.5%
eran menores de 50 afios.

La mediana de supervivencia global estimada fue de 147 meses (95%Cl, 127.27-166.72).
Se analiz6 la supervivencia acumulada, en meses, desde el momento del diagndstico hasta el
fallecimiento del enfermo o la fecha de cierre del estudio siendo de un 80.9% (Figura 80).
Excluyendo a 2 pacientes en los que se perdio el seguimiento, el 79.6% de los pacientes estaban
vivos frente a un 19.1% que fallecieron a lo largo del periodo de seguimiento. La primera causa de
muerte en nuestros pacientes fue la sepsis (42.3%) seguida de las segundas neoplasias (15.4%).
Estas segundas neoplasias (incluyendo tumores sélidos y hematoldgicos) se presentaron en 36
pacientes (23.7%), siendo los mas frecuentes los tumores cutaneos (10/37; 27%) y los linfomas
(5/37; 13.5%). La media de tiempo de seguimiento fue de 61.68 meses, la mediana de 54 meses.
Durante este periodo el 49.3% de los pacientes (75/152) no precisaron tratamiento a lo largo de la
evolucion de la enfermedad frente a un 50.7% (77/152) que si. La media de meses transcurridos
desde el diagnostico de la enfermedad hasta el inicio del primer tratamiento en aquellos que lo

precisaron fue 24.84 meses.

128



Tabla 54. Caracteristicas de las variables cualitativas de los sujetos incluidos en el andlisis.

Variable N %
Edad

< 50 afios 19/152 125

50-65 afios 47/152 30.9

>65 afios 86/152 56.6
Sexo

Varon 87/152 57.2

Mujer 65/152 42.8
Adenopatias

No 90/152 59.2

Menos de 3 36/152 23.7

30mésde3 26/152 17.1
Esplenomegalia

No 129/152 84.9

Si 23/152 15.1
Hepatomegalia

No 139/152 91.4

Si 13/152 8.6
Estadio (Rai)

0 84/152 55.3

| 34/152 22.4

I 26/152 17.1

" 4/152 2.6

v 4/152 2.6
Estadio (Binet)

A 116/152 76.3

B 28/152 18.4

C 8/152 5.3
TCD

Negativo 132/136 97.1

Positivo 4/136 2.9
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Tabla 54. Caracteristicas de las variables cualitativas de los sujetos incluidos en el analisis.

Variable N %
TDL
No alcanzado 78/145 53.8
Alcanzado 67/145 46.2
Proteinograma
Normal 118/150 78.7
Monoclonal 10/150 6.7
Hipogammaglobulinemia 22/150 14.7
Score IF (Matutes)
2 8/152 5.3
3 23/152 15.1
4 32/152 21.1
5 70/152 46.1
6 19/152 12.5
CD38
Negativo 92/152 60.5
Positivo 60/152 39.5
CD38/ ZAP70
Ambos negativos 49/152 32.2
Uno de ellos positivo 67/152 44.1
Ambos positivos 36/152 23.7
Patron de infiltracion osea
Nodular 10/101 9.9
Nddulo-intersticial 59/101 58.4
Intersticial 13/101 12.9
Difuso 11/101 10.9
Normal 8/101 7.9
Citogenética convencional y/o FISH
Favorable 110/152 72.4
Intermedio 26/152 19.1
Desfavorable 16/152 10.5
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Tabla 54. Caracteristicas de las variables cualitativas de los sujetos incluidos en el analisis.

Variable N %
Tratamiento
No 75/152 49.3
Si 77/152 50.7
Estatus vital
Vivo 123/150 80.9
Muerto 29/150 19.1

Tabla 55. Caracteristicas de las variables cuantitativas de los sujetos incluidos en el andlisis.

Variable Mediana (Rango) P25 P75
Edad (afios) 66 (32-86) 58 72

Hb (g/dL) 14 (5.7-17.4) 13 14.6
Leucocitos (x10*/uL) 16125 (7300-221000) 12615 28275
Linfocitos (x10%/uL) 11150 (2800-159000) 7525 20300
Plaquetas (x10*/pL) 191500 (19700-333000) 154250 225000
Cr (mg/dL) 0.98 (0.55-2.26) 0.83 11
Urato (mg/dL) 6 (2.1-11.5) 4.9 6.8
Ca (mg/dL) 9.25 (6-10.8) 9 9.69
BT (mg/dL) 0.6 (0.12-2.5) 0.48 0.8
BD (mg/dL) 0.2 (0.1-2.1) 0.14 0.61
GPT (u.int/L) 20 (6.5-84) 16 25
LDH (g/L) 330 (101-1405) 275.75 384
FA (u.int/L) 172 (10-516) 128 211
PT (g/L) 70 (50-128) 67.25 73
Alb (g/L) 44 (28-56) 42 47
IgG (mg/dL) 879 (350-8180) 710 1040
IgA (mg/dL) 164 (19-934) 111 218
IgM (mg/dL) 57 (3-699) 39 105
B2M (mg/dL) 2.201 (1-8.3) 1.75 3.175
VSG (mm/h) 10 (1-100) 5 22
PCR (mg/L) 5(1-72) 3 5
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Figura 80. Supervivencia acumulada de nuestra serie de pacientes.
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El anélisis univariante fue realizado para identificar las variables clinico-biol6gicas que se
correlacionaban con la supervivencia (Tabla 56). Cuando estudiamos la variable sexo, ésta no se
relaciond con la supervivencia. Por el contrario, la edad fue un predictor significativo para la
misma, no alcanzandose la mediana de supervivencia en los pacientes menores de 50 afios y en
aquellos que tenian entre 50 y 65 afios; mientras que en el grupo de mayores de 65 afios fue de 117
meses (Figura 81). Como veremos mas adelante en el desarrollo del nomograma, nuestro punto de
corte para la edad fueron los 65 afios, definiendo dos grupos en lugar de tres. Esta separacion en 65
afios se ajustaba mas a la media de edad de nuestros enfermos. La mediana de supervivencia
estimada para los estadios de Rai fue: 157 meses para el estadio 0 (95%CI, 101.02-212.98), 126
meses para el estadio | (95%CI, 91.11-160.88), 147 meses para el estadio Il (95%ClI, 127.37-
162.62), 94 meses para el estadio 11 (95%Cl, 53.49-134.5) y 35 meses para el estadio IV (95%Cl,
12.54-57.45). El sistema de estadiaje de Binet también se correlacioné con la supervivencia siendo
la mediana de supervivencia estimada de 157 meses en el estadio A (95%Cl, 113.24-200.75), 147
meses en el estadio B (95%Cl, 127.37-162.62) y 45 meses en el estadio C (95%Cl, 37.42-52.57).
Dado que los sistemas de Rai y Binet s6lo difieren en los estadios intermedios, decidimos incluir en
nuestro andlisis los estadios de Rai modificados siguiendo las recomendaciones del International
Workshop on Chronic Lymphocytic Leukemia (Zwiebel JA. y Cheson BD.; 1.998) (Figura 82), que
a diferencia de los del MDACC se ajustaban mejor a los estadios de Binet (grupo de bajo riesgo Rai
0-1 = A de Binet, grupo de riesgo intermedio Il de Rai = B de Binet, grupo de alto riesgo I11-1V de
Rai = C de Binet). La expresion de CD38 también fue un predictor significativo para la
supervivencia en nuestra serie, al igual que la asociacion CD38/ZAP70, de manera que la mediana

de supervivencia fue de 102 meses tanto para los pacientes CD38+ como para los CD38+/ZAP70+,
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no alcanzandose en el resto: CD38-, CD38-/ZAP70-, CD38+/ZAP70- y/o CD38-/ZAP70+ (Figura
83). Con respecto a las alteraciones citogenéticas, la mediana de supervivencia en el grupo de riesgo
favorable no fue alcanzada; en el intermedio fue 126 meses (95%CI, 106.96-145.03) y en el
desfavorable 46 meses (95%CI, 3.3-88.69) (Figura 84). En cuanto a las variables cuantitativas
fueron significativas: la cifra de linfocitos (estratificada en 3 grupos: menor de 20.000; entre 20.000
y 50.000; y mayor de 50.000) (Figura 85), el recuento de plaquetas y, el valor de la LDH y de la 2-

microglobulina.

Tabla 56. Desarrollo del nomograma: variables incluidas en el andlisis univariante.

Variable RR 95%IC p

Edad (afios) 2.222 1.1.5-4.468 0.016
Sexo 0.784 0.361-1.703 0.539
Adenopatias 2.362 1.534-3.638 0.000
Esplenomegalia 0.232 0.106-0.507 0.000
Hepatomegalia 0.224 0.082-0.610 0.003
Rai 2.181 1.614-2.947 0.000
Binet 2.977 1.875-4.726 0.000
Hb (g/dL) 0.876 0.716-1.070 0.195
Leucocitos (x10*/uL) 1.0 1.000-1.000 0.330
Linfocitos (x10%/uL) 1.87 1.080-3.236 0.025
Plaquetas (x10*/uL) 1.0 1.000-1.000 0.005
LDH (g/L) 1.002 1.001-1.003 0.005
B2M (mg/dL) 1.0 1.000-1.001 0.000
TCD 0.378 0.088-1.623 0.191
CD38 4.302 1.966-9.414 0.000
ZAP70 1.656 0.750-3.657 0.212
CD38/ZAPT70 2.058 1.259-3.362 0.004
Score IF 0.043 0.517-0.990 0.043
CCylo FISH 2.412 1.503-3.872 0.000
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Figura 81. Supervivencia en funcion de los grupos de edad.
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Figura 82. Supervivencia en funcion del estadio Rai modificado.
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Figura 83. Supervivencia en funcion de la expresion de CD38/ZAP70.
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Figura 84. Supervivencia en funcion de los grupos de riesgo por CC y/o FISH.
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Figura 85. Supervivencia en funcion de la cifra de linfocitos estratificada (< 20.000, 20-50.000 y >

50.000/pL).
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La regresion multivariante se llevd

a cabo para analizar la relacion de variables

independientes con la supervivencia global. Se incluyeron los 152 pacientes y se realizd una

modelizacion Cox multivariante con las 12 variables candidatas resultantes del analisis univariante:
edad, estadio de Rai, B2M, linfocitos, citogenética convencional, FISH, CD38, ZAP70,

hepatomegalia, LDH, score inmunofenotipico y plaquetas. La Tabla 57 indica el mejor modelo

después de eliminar las variables que no fueron estadisticamente significativas. Dado que el tamafio

de la muestra era pequefio se consideré como nivel de significacion para entrar el de 0.2.
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A continuacion, el nomograma fue desarrollado para predecir la supervivencia siguiendo la
metodologia descrita por lasonos y cols, usando para ello las 5 variables independientes
identificadas en el andlisis multivariante: edad (menor o igual a 65 afios vs mayor de 65 afios);
estadiaje de Rai (O-1, 1l 'y HI-1V); cifra de linfocitos (menor de 20.000; entre 20.000 y 50.000; y
mayor de 50.000); CC y/o FISH (favorable, intermedio y desfavorable) y CD38/ZAP70 (CD38-
IZAPT70-; CD38+/ZAP70- o CD38-/ZAP70+; y CD38+/ZAP70+). La férmula para calcular la
puntuacion del nomograma fue: RAIl x 50,0 + Citogenética convencional y/o FISH x 37,6 +
CD38/ZAP x 30,8 + cifra de linfocitos x 30,0 + Edad x 33,0; y por ajuste de regresion lineal se
obtuvo el algoritmo para establecer la mediana de supervivencia a partir de la puntuacion del
nomograma (Figura 86):

Mediana de supervivencia= 173.3249 - 0.5347 x Puntuacién nomograma.

Porcentaje (%) de Supervivencia a los 5 afios: 1.1085 - 0.0033 x Puntuacion Nomograma.

La puntuacion total del nomograma se utiliz6 para calcular la mediana de supervivenciay la
probabilidad de supervivencia a los 5 afios. La puntuacién maxima que se podia alcanzar en el
nomograma fue 329.8. La mediana de la puntuacion del nomograma fue 63.8, y los percentiles 25y

75 fueron 157 y 95 respectivamente.

Tabla 57. Desarrollo del nomograma: variables significativas en el analisis multivariante.

Variable RR 95%IC p
Edad 1.720 0.775-3.918 0.197
Rai 2.27 1.380-3.734 0.001
Linfocitos 1.635 0.944-2.834 0.08
Cg convencional y/o FISH 1.852 1.051-3.263 0.03
CD38y ZAP70 1.657 0.938-2.926 0.082

El indice pronostico se establecié a partir de las 5 variables previamente identificadas
(Tabla 58). A cada variable se asoci6é una puntuacion y para cada sujeto se calcul6 la suma de
puntos, lo que denominamos score IP. La puntuacion total varié de 0 a 9 puntos. Se dio 0 puntos
cuando el paciente presentaba edad menor de 65 afios, cifra de linfocitos menor de 20.000, estadios
0 y I de Rai, citogenética convencional y/o FISH de bajo riesgo o CD38-/ZAP70-; 1 punto si edad
mayor de 65 afios, cifra de linfocitos entre 20.000 y 50.000, estadio Il de Rai, citogenética
convencional y/o FISH de riesgo intermedio o CD38+/ZAP70- 0 viceversa; y 2 puntos si cifra de
linfocitos mayor de 50.000, estadios Il y IV de Rai, citogenética convencional y/o FISH de alto

riesgo o CD38+/ZAP70+. Se establecieron 3 grupos de riesgo: bajo (de 0 a 2 puntos), intermedio
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(de 3 a4 puntos) y alto (de 5 a 9 puntos) (Tabla 59). La mediana de supervivencia fue: no alcanzada
para el grupo con indice pronostico bajo, de 147 meses para el grupo con indice prondstico
intermedio y de 42 meses para el grupo con indice prondstico alto (95% Cl, 25.773-58.227), siendo
la diferencia estadisticamente significativa (0.0001) (Figura 87).

Figura 86. Supervivencia global de nuestra serie a los 5 afios.
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Tabla 58. Indice prondstico basado en la presencia de los 5 factores de riesgo en nuestra serie.

Variable Puntuacion
0 1 2
Edad < 65 afos >65 afios
Linfocitos <20.000 20.000-50.000 > 50.000
Estadio Rai 0-1 I "n-1v
CCylo FISH Bajo riesgo Intermedio Alto
CD38/ZAPT70 CD38-/ZAP70- | CD38+/ZAP70- 0 viceversa CD38+/ZAPT70+
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Tabla 59. Supervivencia global y riesgo relativo de muerte en funcion de los 3 grupos de riesgo

resultantes de nuestro IP.

Grupo de | Indice N° de Probabilidad de | Probabilidad RR 95%ClI
riesgo IP pacientes | SV alos 5 afios | de SV alos 10
afos
Bajo 0-2 86 0.949 (0.29) 0.775 (0.078) 1
Intermedio 3-4 48 0.702 (0.115) 0.562 (0.156) 2.816 1.107-7.167
Alto 5-9 18 0.350 (0.134) 0.223 (0.131) 9.990 | 4.034-24.752

Figura 87. Supervivencia estimada en funcion de los 3 grupos de riesgo resultantes de nuestro IP

(Kaplan-Meier).
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La supervivencia estimada en nuestra poblacion fue del 80.9%. Con una mediana de
seguimiento de 54 meses (2-180), no ha fallecido ninguno de los 20 pacientes que tenian una
puntuacién-score de 0 y sélo 3 de ellos han recibido tratamiento. De los 152 pacientes han fallecido
29 (19.1%): 9/86 (10.4%) en el grupo de bajo riesgo; 9/48 (18.75%) en el grupo de riesgo
intermedio y 11/18 (61.1%) en el grupo de riesgo alto, siendo la diferencia estadisticamente
significativa (p= 0.0001). De los 86 pacientes incluidos en el grupo de bajo riesgo fallecieron 9, y
s6lo 2 pacientes murieron a causa de la LLC (a los 3.8 y 9.7 afios del diagnostico). Los otros 7
pacientes 3 lo hicieron de una segunda neoplasia y 4 de causas no relacionadas con la LLC. De los
48 pacientes incluidos en el grupo de riesgo intermedio segin nuestro IP, 6 se clasificarian en el
grupo de bajo riesgo y 3 en el de alto riesgo segun el grupo del MDACC. Exceptuando un paciente

en el que se perdio el seguimiento, 5 de los 6 clasificados en el grupo de bajo riesgo segun el grupo
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MDACC estan vivos, habiendo recibido 2 de ellos tratamiento. Por el contrario, 2 de los pacientes
del grupo de alto riesgo segun el grupo MDACC murieron a causa de la enfermedad. En ambos se
detectd evolucion clonal, presentando como alteracion cromosomica la delecion 17p, una como
alteracion Unica y otra asociada a la delecion 13g. De los 18 pacientes incluidos en el grupo de alto
riesgo segun nuestro IP, 11 de ellos, de los cuales 7 han fallecido, se clasificarian dentro del grupo
de riesgo intermedio segun el grupo del MDACC. De estos 7 fallecidos 2 murieron a causa de la
LLC, 1 por segunda neoplasia y 2 de causas no relacionadas con la LLC. En los 2 restantes
desconocemos la causa. Los 11 pacientes habian recibido tratamiento para la enfermedad: 6/11
clorambucil, 3/11 fludarabina, 1/11 FCR y 1/11 ciclofosfamida. Del total de pacientes fallecidos en
los 3 grupos pronostico, el 46.2% estaban en progresion. La principal causa de muerte fue la
infecciosa (sepsis — 42.3% - y neumonias — 11.5%) seguida de las segundas neoplasias (tumores
s6lidos y hematoldgicos).

De los 152 pacientes, 77 (50.7%) recibieron tratamiento a lo largo del periodo de
seguimiento: 30/86 (34.8%) en el grupo de bajo riesgo, 29/48 (60.4%) en el de riesgo intermedio y
18/18 (100%) en el de alto riesgo, siendo también la diferencia estadisticamente significativa (p=
0.0001). La mediana de tiempo estimada hasta el primer tratamiento fue 35 meses (28.29-41.71)
para el grupo de bajo riesgo, 9 meses (0-19.54) para el intermedio y 1 mes para el grupo de alto
riesgo (p= 0.001). En cuanto al nimero de lineas de tratamiento recibidas no observamos
diferencias entre los 3 grupos de riesgo. Tampoco a haber recibido o no tratamiento con
fludarabina. Sin embargo al agrupar a los pacientes en 4 grupos (alquilantes, esquemas con
fludarabina, poliquimioterapia tipo CHOP o COP y bendamustina/pentostatina), encontramos que
los pacientes del grupo de bajo riesgo fueron tratados con esquemas de fludarabina en un porcentaje
mayor (15/27; 55.5%) que los pacientes del grupo de riesgo intermedio y alto que fueron tratados
con alquilantes (11/26; 42.3% y 6/15; 40% respectivamente (p = 0.007).

Para finalizar nuestro analisis, procedimos a la validacion del nomograma mediante la
generacion de un indice de concordancia, el cual indicaba la probabilidad que de dos pacientes
elegidos al azar, el que moria primero tuviera la mayor probabilidad de muerte. Para ello se
estableci6 un coeficiente de concordancia (CC) inicial: 0,751232; 1.C. al 95.00% [0.7062, 0.7925];
y por remuestreo Jacknife se obtuvo un estimador no sesgado del mismo 0,74137; 1.C. al 95.00%:
[0.6959, 0.7833]. Comparamos la puntuacion de nuestro indice pronostico con la puntuacion del
indice propuesto por Wierda, tomando como referencia la escala de riesgo de Rai tricotomizado
(riesgo bajo: valor Rai 0-1; riesgo intermedio: valor Rai Il; y riesgo alto: valor Rai I11-1V). Todos los
indices (nuestro IP, IP MDACCYy Rai tricotomizado) presentaban 3 niveles (bajo, intermedio y alto).

Empleamos 4 medidas de concordancia frente al indice Rai: % de valores concordantes, D de
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Sommers, coeficiente Rho de Spearman y el coeficiente de correlacién intraclase (Tabla 60).
Nuestro indice correlacionaba mejor que el indice MDACC frente a la estadificacion de riesgo de
Rai, presentando una concordancia del 67.7% frente al 36.8% del MDACC.

Tabla 60. Resumen de los resultados de la comparacién de nuestro IP y el IP del MDACC con la

estadificacion prondstica de RAI.

Medida IP MDACC
% de valores concordantes 67.7% 36.80%
D de Sommers 0.667 0.38
Rho de Spearman 0.567 0.353
Coeficiente de correlacion intraclase 0.749 0.401
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6. DISCUSION.

La leucemia linfatica cronica B es el tipo de leucemia mas frecuente en el mundo occidental
y principalmente afecta a individuos de edad avanzada aunque una tercera parte de pacientes son
menores de 60 afios al diagndstico. Esta entidad tiene una gran variabilidad en su historia natural
con una supervivencia global que va de meses a décadas. En los Gltimos afios se han producido
considerables avances en el tratamiento, desarrollandose medidas altamente efectivas como la
inmunoquimioterapia y potencialmente curativas como el trasplante alogénico de progenitores
hematopoyéticos (mieloablativo y de intensidad reducida) (Dreger P. y cols, 2.007; Sorror ML. y
cols, 2.008; Delgado J. y cols 2.009; Kharfan-Dabaja MA. y cols, 2.012). Sin embargo, muchos
pacientes fallecen a consecuencia de la enfermedad. Por otro lado, la caracterizacién de nuevos
marcadores bioldgicos con implicacién prondstica (CD38, ZAP70 y estado mutacional de las
IgVH), ha definido de una manera mas precisa subgrupos dentro de esta entidad. A pesar de todo
esto, el diagndstico del conjunto de los pacientes con LLC-B sigue presentando una apreciable falta
de homogeneidad lo que, como consecuencia, tiene su repercusién en el seguimiento y la actitud
terapéutica. Por lo tanto, parece evidente que la estratificacién de los pacientes a partir de la
combinacion de varios marcadores pronéstico seria crucial para desarrollar una guia de actuacion
terapedtica y ajustar la intensidad de los nuevos tratamientos al pronéstico de los pacientes (Zenz T.
y cols, 2.012). No obstante, aunque existe un gran interés por distintos grupos de trabajo, hasta
ahora ha sido imposible de establecer. De igual manera, la identificacion de nuevos marcadores
pronostico y el estudio futuro de alteraciones moleculares relacionadas con el curso clinico de la
enfermedad nos ayudara a desarrollar un plan terapedtico de una forma individualizada,
seleccionando en el momento del diagnoéstico que pacientes se beneficiarian de un tratamiento

precoz o0 mas agresivo, sobre todo en el caso de los pacientes jovenes.

6.1. FACTORES PRONOSTICO EN LA LEUCEMIA LINFATICA CRONICA B.

Inicialmente se identificaron diversos factores, al diagnostico, que influyen en la
supervivencia de los pacientes con LLC-B, como son: la presentacion clinico/ bioldgica (Rai y
Binet), el tiempo de duplicacion linfocitario, la cifra de p2-microglobulina o el patron de
infiltracion 6seo. Estos factores son importantes, sobre todo el estadio clinico, a la hora de tomar
decisiones e iniciar un tratamiento, pero no pueden predecir el curso clinico de la enfermedad.

A continuacion el grupo de Catovsky y Matutes propuso en 1.994 un score

inmunofenotipico, basado en cinco marcadores, posteriormente ampliado a seis, con un elevado
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rendimiento para la discriminacién de subgrupos clinicos y util para facilitar el diagnéstico
diferencial con otros sindromes linfoproliferativos tales como la tricoleucemia o la leucemizacion
del linfoma del manto, linfoma marginal, linfoma esplénico o linfoma folicular. De esta manera,
pacientes que presentaban un score inmunofenotipico méas alto tenian mejor prondstico que aquellos
con un score mas bajo (Matutes E. y cols, 1.994; Moreau EJ. y cols, 1.997).

Mas recientemente se ha demostrado que las alteraciones citogenéticas son relevantes en la
patogenia y clinica de la LLC-B. En este sentido es de destacar que la aplicacion de técnicas de
hibridacion in situ con fluorescencia no solo ha mejorado el rendimiento de la citogenética
convencional, elevando el porcentaje de pacientes con alteraciones cromosémicas hasta alrededor
del 80% de los casos, sino que ademas ha demostrado que las alteraciones mas frecuentes (del13q,
delllq, +12, del6q y dell7p) tienen implicacion prondstica, independientemente del estadio clinico
(Do6hner H. y cols, 2.000). Aungue a diferencia de otras enfermedades hematolégicas como la LMC
y algunos linfomas, en la LLC no hay una Unica alteracion citogenética que defina la enfermedad,
es posible que los genes localizados en 11g y 13qg puedan tener un ascentro comin (Auer RL. y
cols, 2.007). Ademas, durante el curso de la enfermedad pueden ser adquiridas nuevas alteraciones
cromosémicas por el clon leucémico, produciendo algunas de ellas un cambio en el curso clinico de
la enfermedad siendo éste mas agresivo (Fegan C. y cols, 1.995; Finn WG. y cols, 1.998; Shanafelt
M. y cols, 2.006, Delgado J. y cols, 2.012).

Un importante avance en el conocimiento de la biologia de la LLC-B fue el descubrimiento
de Damle y Hamblin en 1.998 que demostraba la existencia de 2 formas distintas de LLC-B en
relacion a su origen ontogénico: una forma pre-germinal, en la que los genes IgVH no estan
mutados y otra post-germinal, en la que las células han entrado en contacto con antigenos
experimentando mutaciones en los genes de las IgVH adquiriendo memoria inmunoldgica. Se ha
demostrado que ambas formas tienen un pronostico diferente, siendo peor en las formas no
mutadas. Sin embargo, Tobin G. y cols en el afio 2.002 han descrito un subtipo de LLC-B con una
mutacién a nivel de la regién VH3-21 cuyo pronostico es similar al grupo que no presenta la
mutacién. Esto implicaria una respuesta antigeno-especifica que puede conferir una conducta
bioldgica diferente entre pacientes con mutacion de los genes de las IgVH. Otro estudio realizado
por E. Sarsotti y cols en 2.004 también ha identificado un subgrupo de pacientes, estadio A de
Binet, con alteraciones en el gen BCL-6 que tiene un alto riesgo de progresion a pesar de la
presencia de mutaciones en los genes de IgVH. Por otro lado, dos trabajos (Ferrarini M. y
Chiorazzi N., 2.004; Chiorazzi N. y cols, 2.005) han sido publicados en los ultimos afios
subrayando que tanto en la forma mutada como en la no mutada, las células de origen son linfocitos

que han estado en contacto previo con el antigeno; y estos autores también han postulado que las
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propiedades celulares y la estimulacién antigénica pueden dictar el tipo de expansion clonal y
determinar el curso clinico de la enfermedad, produciendo alteraciones en la proliferacion celular
que se encuentra influenciada por factores inductores y promotores. Dado que la técnica para la
determinacion del estado mutacional de IgVH es compleja y costosa se han planteado otros
parametros que proporcionan informacion pronostica y técnicamente son mas asequibles, tales
como el estudio del antigeno de superficie CD38 y de la proteina tirosin-kinasa ZAP-70,
determinados mediante citometria de flujo. En este sentido, varios estudios han evaluado la relacion
entre las alteraciones citogenéticas, el estado mutacional de las IgVH y la expresion del Ag CD38 o
ZAP70. Baséndose en la combinacion de estos marcadores se ha intentado realizar una
estratificacion de riesgo de progresion de la enfermedad (Kréber A. y cols, 2.002; Dewald GW. y
cols, 2.003; Kréber A.y cols, 2.006; Gachard N. y cols, 2.008).

A finales de la década de los noventa, a partir de diferentes investigaciones, entre ellas las
realizadas por Damle en 1.999, Hamblin y Domingo-Domenech en 2.002, se llegd a la conclusion
que el antigeno de superficie CD38 era un marcador prondéstico independiente, cuya expresion se
relacionaba con una supervivencia global y libre de tratamiento mas cortas, aunque sobre su valor
prondstico definitivo persisten ciertas incdgnitas, como comentaremos mas adelante.

Estudios con microarrays pusieron de manifiesto que las formas mutadas y no mutadas de
LLC-B expresan basicamente los mismos genes, independientemente del estado mutacional de los
genes de IgVH, lo que implicaria que hay una célula de origen comin y/o un mecanismo que
permite la transformacion leucémica. En esta linea, los trabajos realizados por Rosenwald A. y cols
en 2.001 y Chen L. y cols en 2.002 confirmaron que la expresién de unos pocos genes, y
particularmente de ZAP-70, permitia distinguir las formas mutadas (con baja expresién de ZAP-70)
de las no mutadas (con marcada expresion de ZAP-70) y al ser constante en el tiempo podia ser
utilizada al diagnostico para identificar pacientes con un mayor riesgo de progresion.

Ademas de todos los estudios mencionados, destacan también los trabajos de Del Giudice I.
y cols y Schroers R. y cols en 2.005 en los que definen dos subgrupos de pacientes de LLC-B: unos
cuyas células expresan CD38 y ZAP70, no presentan la mutacién de los genes de IgVH y tienen un
mal pronéstico y otros, que no expresan, o lo hacen en un porcentaje bajo, CD38 y ZAP70,
presentan la mutacion de los genes de IgVH y tienen un curso clinico indolente. Ambos representan
los dos extremos opuestos, existiendo un tercer grupo donde se produciria una combinacion de estos
tres marcadores, sin poder ser incluido en los grupos mencionados anteriormente y, cuyo pronéstico
no estaria definido, siendo necesarios estudios adicionales para la estandarizacion y evaluacion de

esos marcadores y su implicacién en el manejo de los pacientes con LLC-B.
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En los ultimos afios han surgido nuevos e importantes avances en la biologia molecular e
inmunobiologia de la LLC-B publicados por Ferrarini M. y Chiorazzi N., en 2.004 y Chiorazzi N. y
cols en 2.005 que ponen en entredicho la hipétesis hasta ahora aceptada sobre el origen pre-
germinal en las formas no mutadas y post-germinal en las mutadas de la célula leucémica y que en
la patogenia de la enfermedad existe un fallo en el mecanismo de apoptosis. Asi, se ha implicado al
RCB en la génesis de esta enfermedad proponiendo que la expansiéon clonal es debida a una
estimulacion antigénica de este receptor que, junto a células del microambiente y citoquinas, son
un factor promotor del desarrollo de células leucémicas.

Estos hallazgos vienen a apoyar nuestra hipétesis de trabajo de que dificilmente un
parametro aislado permitiria establecer de manera categoérica el pronostico, y que para este objetivo
pareceria mas recomendable combinar diversos parametros.

En nuestra serie, el analisis univariante ratifico el valor prondstico individual de muchos de

los parametros encontrados previamente en otros estudios.

6.1.1. Caracteristicas clinico-biol6gicas.

Al considerar las variables pronésticas relacionadas con la presentacién clinica, la presencia
de adenopatias y hepatoesplenomegalia fueron signos de mal prondstico, alcanzandose diferencias
estadisticamente significativas. También el estadio clinico avanzado segin las 2 clasificaciones: Rai
y Binet, tuvo una influencia negativa sobre la supervivencia, al igual que en las series originales
(Rai KR, 1975; Binet JL, 1977; Binet JL, 1981; Rai KR, 1990). En general, estadios tempranos o
pacientes de bajo riesgo (Rai 0, Binet A) tienen una mediana de supervivencia de mas de 10 afios y
habitualmente no precisan tratamiento. Este grupo comprende aproximadamente el 80% de los
pacientes de nuevo diagnostico de LLC. Los pacientes en categorias de riesgo intermedio (Rai I/11,
Binet B) tienen una supervivencia global de aproximadamente 7-9 afios. El tratamiento esta
indicado en los pacientes de alto riesgo (Rai IlI-1V, Binet C) y la supervivencia se reduce a 2-4 afios
desde el diagndstico.

En nuestra serie, no se alcanzo6 la mediana de supervivencia en los estadios 0 de RAl 'y A de
Binet. Analizando uno por uno, la media de supervivencia para los estadios de Rai fue: 19.5 afios
para el estadio 0, 10.7 afios para el estadio I, 7.6 afios para el estadio 11, 6.6 afios el I11; y 5.2 afios el
estadio V. El sistema de estadiaje de Binet, mas frecuentemente utilizado en Europa, también
correlaciond con la supervivencia, siendo la media estimada de 18.8 afios en el estadio A, 7.8 afios
en el B y 5.8 afios en el estadio C. El aumento de supervivencia observado en los grupos de alto

riesgo (Rai IlI-1V, Binet C), est4 en consonancia con lo publicado por Abrisqueta y colaboradores
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del Hospital Clinico de Barcelona en 2.009. Tras analizar 929 pacientes diagnosticados de LLC en
dos periodos de tiempo (1.980 a 1.994 y 1.994 a 2.004) observaron un incremento de la
supervivencia, fundamentalmente en los pacientes mas jovenes y con enfermedad avanzada,
sugiriendo que los nuevos tratamientos pueden estar cambiando el pronéstico de esta enfermedad.

Otros factores clinicos y demogréaficos como la edad y el sexo han mostrado afectar al
prondstico (Catovsky D. y cols, 1.989; Rai KR. y cols, 1.975; Binet JL. y cols, 1.977), aunque la
magnitud y significancia de éstos independientemente del estadio no concuerdan en todas las series
(Zwiebel J. y cols, 1.998). En nuestro trabajo, el sexo no llegé a tener influencia en la
supervivencia; pero si la edad, de manera que a mayor edad menor supervivencia global.

Multiples factores determinados en el laboratorio se relacionan con el curso clinico de la
enfermedad. Varios estudios han encontrado que niveles séricos de CD23, sTK y p2M pueden
predecir la supervivencia global y la supervivencia libre de progresién (Sartafi M. y cols, 1.996;
Hallek M. y cols, 1.999; Tsimberidou AM. y cols, 2.007). En el presente trabajo, los niveles de Hb,
leucocitos, linfocitos, plaquetas, albumina, BD, Ca, LDH y B2 microglobulina al diagnodstico de la
enfermedad, fueron factores que influyeron en la supervivencia de los pacientes.

En el momento actual no estd claramente establecido el punto de corte de la cifra de
linfocitos en valor absoluto que lo defina como factor pronéstico. En nuestro estudio la cifra de
linfocitos se analiz6: en primer lugar como una variable cuantitativa y, en un segundo tiempo como
cualitativa al desarrollar el indice prondstico, estableciendo 3 grupos con implicacién prondstica
(<20.000/pL, 20.000-50.000/pL y >50.000/pL). En ambos casos, el recuento linfocitario estuvo
inversamente relacionado con la supervivencia de los pacientes.

En cuanto a la cifra de B2 microglobulina en nuestra poblacion también se relaciono
significativamente con la supervivencia global, corroborando los resultados obtenidos en otras
series (Keating MJ. y cols, 1.995; Wierda WG. y cols, 2.007) siendo menor la supervivencia
conforme mayor era la cifra de B2 microglobulina (Keating MJ. y cols, 1.995).

En referencia al TDL, varios estudios (Montserrat E. y cols, 1.986; Molica S. y cols; 1.987;
Vallespi T. y cols, 1.991) han demostrado su valor pronostico. Asi un TDL mayor de 12 meses
implicaria buen prondstico, y por el contrario, un TDL menor de 12 meses seria mas frecuente en
los casos agresivos. En nuestra serie el TDL también alcanzo significacion estadistica con respecto
a la supervivencia, de manera que los pacientes con TDL mayor presentaban una supervivencia
significativamente mayor.

Por ultimo, al igual que en los articulos publicados por Dearder C. y cols en 2.008 y Xu W.
y cols en 2.009, el TCD también fue un factor predictor negativo en relacion a la supervivencia en

nuestro grupo. Dicha determinacién se realiz6 en 231 pacientes siendo el porcentaje de pacientes
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con TCD positivo (14.8%) similar al de otras series (Mauro FR. y cols, 2.000; Barcellini W. y cols,
2.006; Dearder C. y cols, 2.008). La anemia hemolitica autoinmune se observo en un sélo paciente
al diagnostico de la enfermedad (1.48%). Desafortunadamente, no registramos el valor del TCD
durante la evolucion de la enfermedad o antes del inicio de un tratamiento para determinar el

porcentaje exacto de pacientes que desarrollaron una AHAI a lo largo de la evolucion de la LLC.

6.1.2. Caracteristicas histopatolégicas.

Se conocen diferentes patrones histoldgicos de afectacion de la médula 6sea en LLC-B. Se
ha sefialado la existencia de una relacion entre el patron de afectacion medular y el prondstico,
siendo evidente la repercusion negativa del patron difuso sobre la supervivencia cuando se compara
con el resto de patrones (Rozman y Montserrat, 1.984; Geisler C. y cols, 1.986). Nuestro estudio
confirma lo descrito anteriormente, siendo la diferencia observada entre el patron difuso y cualquier
otro tipo de patrdn estadisticamente significativa, motivo por lo que siempre que las condiciones del
paciente lo permitan continuamos llevando a cabo un estudio medular completo en el diagnostico de
la LLC. No obstante, trabajos recientes (Bergmann MA. y cols, 2.007) sugieren que el valor
pronéstico de la biopsia 6sea podria ser reemplazado por los nuevos marcadores prondstico,
cuestionando incluso su realizacién al diagndstico de la enfermedad.

Para concluir este apartado, los pacientes con un patron de infiltracion tipo intersticial en
nuestra serie presentaban la mayor supervivencia, a diferencia de lo publicado hasta ahora donde es
el patrén nodular el que se ha relacionado con supervivencias mas prolongadas. Esta discrepancia
puede ser debida, al menos en parte, a diferencias en la interpretacion de la biopsia 6sea por parte de

los anatomopat6logos.
6.1.3. Caracteristicas inmunofenotipicas.

Al igual que los estudios realizados por Matutes E. en 1.994 y Moreau EJ. en 1.997 en los
cuales pacientes con un score inmunofenotipico mas alto tenian mejor pronéstico que aquellos con

un score mas bajo, nosotros también hemos encontrado la misma relacion siendo estadisticamente

significativa entre el score y la supervivencia global.
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6.1.4. Caracteristicas citogenéticas.

Aunque el cariotipo es indispensable para la deteccion de anomalias cromosomicas
complejas en LLC-B, los estudios de citogenética convencional estan limitados por el bajo indice
mitético de las células neoplasicas. Esta limitacion es superada con la aplicacion de técnicas de
hibridacion in situ con fluorescencia, que detectan entre un 77-80% de anomalias (D6hner H. y cols,
2.000; Dewald GW. y cols, 2.003). Recientemente se ha estudiado la utilidad de un nuevo mitégeno
en citogenética convencional, DSP30, siendo éste eficaz y permitiendo la deteccién de anomalias
cromosomicas en mas del 80% de los pacientes (Dicker F. y cols, 2.006; Haferlach C. y cols,
2.007). Los resultados de aplicar dicha técnica citogenética con mitdgenos parecen ser casi tan
sensibles como los de la técnica FISH para la deteccidn de la delecién 11q y la trisomial2; y algo
menores para la delecion 13g. Ademas, con este nuevo agente, DSP30, se encontraron anomalias
adicionales en el 50% de los pacientes con delecion 13q aislada detectada por FISH (Kotkowska A.
y cols, 2.011).

En el caso que nos ocupa, el estudio citogenético se realizé en el 51.2% de los pacientes
incluidos en nuestra serie tanto por citogenética convencional como por FISH. Por citogenética
convencional y en consonancia con otros autores (Reddy KS., 2.006), el 30% de los estudios
presentaban alteraciones cariotipicas, siendo la anomalia cromosémica mas frecuente la trisomia 12,
seguida de la delecion 13g y la delecién 11qg. ElI 50.92% (55/108) de los pacientes que no
presentaban ninguna alteraciéon cromosémica por citogenética convencional, tampoco las
presentaban por hibridacion in situ. Este grupo tenia una mediana de supervivencia de 147 meses y
en su mayoria (74%) eran CD38-. A diferencia del trabajo publicado por Déhner H. y cols en el afio
2.000 donde las alteraciones cromosdmicas detectadas por FISH estaban en torno al 80%, nosotros
s6lo fuimos capaces de detectar un 42.6% de anomalias cromosomicas. Al igual que lo descrito por
otros autores (Dohner H. y cols, 2.000; Reddy KS., 2.006), la alteracién mas frecuente encontrada
en nuestros pacientes por FISH fue la delecion 13qg y en una frecuencia similar (45.5%), seguido de
la trisomia 12 también en un porcentaje similar (28.8%). Igualmente la del13q fue la anomalia que
mas se asoci0 a otras alteraciones citogenéticas. Al igual que en las series de Matutes y cols
(Matutes E. y cols, 1.996; Oscier DG. y cols 1.997; Matutes E. y Polliack A., 2.000), la presencia de
la trisomia 12 se asocidé a morfologia atipica, score inmunofenotipico méas bajo (11/20; 55%) y a la
expresion de CD38 (16/20; 80%). Aunque en nuestra poblacion, a diferencia de la de Dohner, la
delecion 11q fue la tercera y no la segunda en frecuencia, si que se presentd en los pacientes CD38+

en un porcentaje significativamente mayor al de los CD38- (9/12; 75%) (Dewald GW. y cols, 2.003;
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Haferlach C. y cols 2.007). Unicamente la delecidon 17p se asoci6 con la expresion de ZAP70, como
comentaremos mas adelante.

Recientemente, (Rigolin GM. y cols, 2.012) en pacientes con FISH normal al diagnéstico
en los que se habian utilizado técnicas de citogenética con nuevos mitdgenos, se consiguio
identificar un pequefio subgrupo de pacientes con alteraciones cariotipicas. Este subgrupo se ha
asociado con un score inmunofenotipico bajo, estadios avanzados y necesidad de iniciar el
tratamiento mas precozmente. En nuestra serie, fueron muy pocos los pacientes que entraron dentro
de este subgrupo y, por lo tanto, no pudimos corroborar dichos hallazgos.

La supervivencia en nuestro estudio fue significativamente mayor en los pacientes sin
alteraciones cromosémicas detectadas por FISH. En contra de los hallazgos obtenidos en el clasico
trabajo de Doéhner H. y cols, fuimos incapaces de demostrar diferencias significativas en la
supervivencia global entre las distintas alteraciones cromosémicas detectadas por FISH, lo que
probablemente fue debido al reducido nimero de casos. Sin embargo, al agrupar las alteraciones
citogenéticas en 3 grupos (favorable: delecién 13q, FISH y/o citogenética convencional normal;
intermedio: trisomia 12, delecion 6q y/o 1 6 2 alteraciones en el cariotipo; y desfavorable: delecién
11q, delecion 17p y/o cariotipo complejo) si que objetivamos diferencias con implicacion
prondstica y terapedtica, de manera que la supervivencia fue menor en los pacientes del grupo
desfavorable (59,1%), seguido del intermedio (67,7%) y del favorable (81,7%) y por contra la
necesidad de tratamiento fue mayor en los pacientes del grupo desfavorable, seguido del intermedio
y por ultimo el favorable. En nuestra opinion, estos resultados y los de otros autores (Juliusson G.,
1.986; Dicker F. y cols, 2.006; Haferlach C. y cols, 2.007), refuerzan la importancia de seguir
realizando estudios cariotipicos con o sin mitégenos en la LLC-B.

La adquisicion de nuevas alteraciones cromosOmicas detectadas por citogenética
convencional durante el curso de la enfermedad es un fenémeno relativamente poco frecuente pero
cuya incidencia se incrementa con la aplicacion de las técnicas de FISH. Chevalier y cols en 2.002
observaron una evolucién clonal en 13 de 31 casos con LLC-B después de una media de
seguimiento de 83 meses. En este estudio no se constatd asociacion entre la presencia de nuevas
alteraciones citogenéticas con la expresion de CD38 o con progresion de la enfermedad aunque la
adquisicion de dell7p se asocié con muerte en 7 de 11 casos. Posteriormente, Shanafelt y cols en
2.006 confirmaron que se producia un incremento de los casos que sufrian evolucion clonal al
aumentar el tiempo de seguimiento (27% después de 5 afios) y ademas, que este fendmeno estaba
asociado a la expresion de ZAP-70. En adicion, Stilgenbauer en 2.007 encontro relacion entre la
evolucion clonal no s6lo con el estado mutacional de las IgVH, sino también con el desarrollo de

resistencia al tratamiento y con una menor supervivencia, constituyendo un factor pronostico
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independiente. Mas recientemente, en 2.012, Delgado J. y cols del Grupo Espafiol de Leucemia
Linfatica Cronica (GELLC)/ Grupo Espafiol de Citogenetica Hematologica (GECGH) observaron
asociacion entre la delecion 17p y la adquision de nuevas anomalias citogenéticas. En nuestra serie,
el 47.7% de los pacientes adquirieron nuevas alteraciones cromosomicas durante el curso de la
enfermedad. Al igual que Stilgenbauer, encontramos relacion entre la evolucion clonal con la
supervivencia, de manera que ésta fue menor al adquirir nuevas anomalias cromosémicas. También
constatamos que dicho fendmeno se relacionaba con una mayor necesidad de lineas de tratamiento.
Por el contrario, no encontramos asociacion con la expresion de ZAP70 y si con la expresion de
CD38 al agrupar la evolucion clonal en 2 categorias: no evolucion clonal y/o adquisicion de del13q
aislada vs adquisicion de otras anomalias cromosomicas diferentes a del13q. Finalmente, debido al
reducido nimero de casos no fuimos capaces de demostrar una mayor adquisicion de nuevas
anomalias cromosdmicas durante el curso de la enfermedad en el grupo de pacientes que portaban

la delecion 17p como cabria esperar.

6.1.5. Tratamiento.

Con los avances en el conocimiento de la patogenia de la enfermedad y el desarrollo de
nuevas armas terapeuticas no es atrevido preguntarnos si la LLC-B es una enfermedad curable o si
serfa necesario tratar pacientes jovenes con estadios precoces sin necesidad de esperar a la
progresion. Ademas la caracterizacion de nuevos marcadores bioldgicos con implicacion prondstica
ha permitido definir subgrupos de una manera mas precisa. Aunque no existe aln una
estratificacion de pacientes, si que se esta haciendo un gran esfuerzo por varios grupos de trabajo en
desarrollar un indice prondstico en funcion de los diferentes marcadores prondstico y, por
consiguiente una guia de actuacion terapedtica. En los Gltimos afios, la inmunoquimioterapia ha
sido el tratamiento mas eficaz, desarrollandose multitud de combinaciones (Tam CS. y cols, 2.008;
Hallek M. y cols, 2.009; Bosch F. y cols, 2.009; Hernandez JA. y cols, 2.010). En algunos casos,
regimenes combinados como FCR podrian incluso revertir el pronéstico adverso de alteraciones
citogenéticas como es el caso de la delecién 11q (Tsimberidou AM. y cols, 2.009). En
consecuencia, la Guia Americana del NCCN del afio 2.011 ya establece 3 grupos de tratamiento en
funcion de las diferentes alteraciones citogenéticas: pacientes con del1lqg, pacientes con dell7p y/o
P53y, por ultimo, aquellos que no se encuentran en los 2 grupos anteriores.

Destacar que en nuestra serie los tratamientos administrados no fueron homogéneos, al
igual que tampoco lo fueron los criterios para el inicio de éstos en los pacientes diagnosticados en

los primeros afios, hasta que se establecié un protocolo de actuacion terapeutica. Durante el periodo
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de seguimiento, aproximadamente la mitad (50.8%) de los pacientes de nuestra serie no han
precisado tratamiento a lo largo de la evolucién de la enfermedad frente a un 49.2% que si. La
media de tratamientos recibidos ha sido de 2.1 (1-9) y la mediana de 2 (1-3). La mayoria de
pacientes que recibieron tratamiento no necesitd mas de tres lineas (67.1%) frente a un porcentaje
mas pequefio (32.9%) que si. Por otra parte solo 6 de nuestros pacientes, todos ellos menores de 60
afios, fueron sometidos a trasplante de PHSP, un autdlogo, cinco alogénicos (3 de ellos de
intensidad reducida) y un trasplante de cordon. Uno de ellos fue sometido a 2 trasplantes: primero
autélogo y posteriormente de cordon, a pesar de lo cual fallecié de la enfermedad. Los demas
pacientes sometidos a trasplante alogénico PHSP se encuentran en remision completa, lo que viene
a confirmar la eficacia terapeutica del trasplante en esta entidad, constituyendo la Gnica alternativa
realmente curativa para estos pacientes (Dreger P. y cols, 2.007; Dreger P. y cols, 2.010).

En nuestra serie, hemos encontrado una relacién estadisticamente significativa entre el
estatus vital y la necesidad de recibir tratamiento, de manera que, en el grupo de pacientes fallecidos
el porcentaje de pacientes tratados fue superior al de los no tratados. También se objetivé que los
pacientes que morian habian recibido mas lineas de tratamiento que aquellos que seguian vivos.
Ademas, la media de meses pasados desde el diagndstico hasta el inicio del primer tratamiento en el
grupo de pacientes vivos fue mayor gque en el de los fallecidos.

En cuanto a los distintos esquemas de tratamiento, en aquellos pacientes que habian
recibido esquemas con fludarabina y poliquimioterapia (CHOP, COP), el porcentaje de pacientes
vivos era mayor que en los que habian recibido alquilantes, pentostatina o bendamustina. No
obstante, aunque la diferencia result6 significativa, no podemos darle validez puesto que tanto los
criterios de inicio de tratamiento como el tipo de tratamiento han sido muy heterogéneos. No
observamos diferencias en las curvas de supervivencia entre los 4 grupos de tratamiento. Tampoco
hubo diferencias en la supervivencia libre de tratamiento al comparar el grupo de pacientes que
habian recibido esquemas con fludarabina frente a los que no, a diferencia de la mayoria de estudios
donde si que se ha observado (Keating MJ. y cols, 1.998; Dillman RO. y cols, 1.989; Rai KR. y
cols, 2.000). Aungue es obligado sefialar que por la época en la que transcurrid el estudio fueron
pocos los pacientes tratados con el esquema FCR. Desde la publicacion de los resultados del Grupo
Aleman GCLLSG (Tam CS. y cols, 2.008) nuestro estandar de tratamiento de pacientes jovenes (<
65 afos) sin comorbilidades es FCR.

Con una mediana de seguimiento de 5 afos, excluyendo 35 casos en los que se perdio el
seguimiento, fallecieron aproximadamente una cuarta parte de los pacientes (28.36%), siendo las
principales causas de muerte los procesos infecciosos (sepsis, neumonias, infeccién por CMV),

seguidas de progresion de la enfermedad, y en tercer lugar a consecuencia de la aparicion de
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segundas neoplasias (Callea V. y cols, 2.006; Ravandi F. y O'Brien S, 2.006; Thurmes P. y cols,
2.008; Tam CS. y cols, 2.008; Gribben J., 2.010; Morton LM. y cols, 2.010). Esta descrita una
mayor incidencia de segundos tumores en pacientes con LLC-B destacando, a diferencia de otros
procesos linfoproliferativos, el incremento de los canceres de pulmén y los melanomas (Morton
LM. y cols, 2.010). En nuestra poblacion, las segundas neoplasias, (incluyendo tumores solidos y
hematologicos) se presentaron en el 22.4%, siendo los mas frecuentes los tumores cutineos
incluidos los melanomas, seguidos de los linfomas (3 de ellos transformaciones a Sindrome de
Richter) y en tercer y cuarto lugar los canceres de pulmon y de prostata en una frecuencia similar.
Dentro de las neoplasias hematoldgicas las mas frecuentes fueron los linfomas, seguidas de
sindromes mielodispléasicos-mieloproliferativos y por dltimo, las gammapatias monoclonales vy el

mieloma multiple.

6.2. ANTIGENO DE SUPERFICIE CD38.

La expresién del antigeno CD38 identifica dos subgrupos de pacientes con LLC con
diferente prondstico (Damle RN. y cols, 1.999). Esta distincion est4 basada en el porcentaje de
células leucémicas que expresan dicho antigeno y en la mayoria de estudios el umbral establecido
es > 30% (Matrai Z., 2.005). Los dos subgrupos de pacientes que resultan de este cut-off difieren
clinicamente en varios aspectos, incluyendo la supervivencia global (Damle RN. y cols, 1.999;
Sherif Ibrahim y cols, 2.001; Jelinek DF. y cols 2.001), el tiempo al primer tratamiento (Durig J. y
cols, 2.002), el nimero de células leucémicas con morfologia atipica (Nowakowski GS. y cols,
2.009), la afectacion adenopatica (Sherif Ibrahim y cols, 2.001), los niveles de LDH y B2-
microglobulina (Sherif Ibrahim y cols, 2.001; Domingo-Domenech E. y cols, 2.002), y el recuento
absoluto de linfocitos en sangre periférica (Del Poeta G. y cols, 2.001).

Al igual que otros estudios, nuestro trabajo ha demostrado que la expresion del antigeno de
superficie CD38 se relaciona con una supervivencia global y con una supervivencia libre de
tratamiento mas cortas (Damle RN. y cols, 1.999; Del Poeta G. y cols, 2.001; lbrahim S. y cols,
2.001; Jeliner DF. y cols, 2.001; Morabito F. y cols, 2.001; Durig J. y cols, 2.002; Oliveira A. y
cols, 2.011). Sin embargo persisten algunas incognitas sobre su valor pronostico definitivo. En un
primer estudio se encontrd que la expresion del antigeno CD38 poseia valor prondstico similar al
del estado mutacional de IgVH (Damle RN. y cols, 1.999). En este trabajo la expresion del antigeno
CD38 era estable y no parecia modificarse con el tratamiento quimioterapico, hallazgo que ha sido
apoyado por otros autores (Damle RN. y cols, 2.002; Durig J. y cols, 2.002; D"Arena y cols, 2.002).

Por contra, otras publicaciones no confirman dicha correlacion entre el antigeno CD38 y el estado
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mutacional de IgVH (Sherif Ibrahim y cols, 2.001; Hamblin TJ.y cols, 2.002; Krober A. y cols,
2.002; Chany Cleveland, 2.002; Chevallier P. y cols, 2.002). Pese a todo, la expresion del antigeno

CD38 parece ser un importante factor prondstico independiente en la mayoria de los articulos
publicados (Damle RN. y cols, 1.999; Hamblin TJ. y cols 2.002).
Estudios sucesivos han obtenido resultados controvertidos tanto para la expresion del

antigeno CD38 como para la proteina tirosin-kinasa ZAP-70, poniendo en entredicho que fueran

factores prondstico, por lo siguientes motivos:

1.

Los datos obtenidos en diferentes laboratorios fueron distintos tanto para la
determinacion del antigeno CD38 como de la proteina ZAP70.

Los niveles de expresion del antigeno CD38 pueden cambiar a lo largo de la evolucion
de la enfermedad y también en relacién a tratamientos u otros procesos intercurrentes
(Sherif lIbrahim y cols, 2.001; Hamblin TJ. y cols, 2.002; Krober A. y cols, 2.002; Chan
y Cleveland, 2.002; Chevallier P. y cols, 2.002). Un estudio reciente publicado por Ding
W. vy cols en 2.009 atribuye estos cambios a muchos parametros, en particular a la
estimulacion de los receptores de superficie de las células por antigenos, citoquinas, etc
del microambiente. Teniendo en cuenta ésto se deberia considerar el nivel de expresién
de CD38 como un indicador a tiempo real de los niveles de proliferacion leucémica.
Para otros autores (Damle RN. y cols, 1.999, Ghia P. y cols, 2.004) este cambio no seria
tan relevante como para sobrepasar el limite que marca un mejor o peor resultado
clinico.

Es necesaria una adecuada separacién de células T para la determinacion de la proteina
ZAPT0.

Los puntos de corte establecidos por los diversos grupos para distinguir casos positivos
de negativos fueron diferentes tanto para la determinacién del antigeno CD38 como
para ZAP70, aunque actualmente el punto de corte parece estar consensuado en un 30 y
20% respectivamente, al menos en el ambito clinico.

Por ultimo y como hemos comentado en un apartado anterior, existe un 10-30% de
casos que muestran resultados discordantes entre CD38/ ZAP70 y el estado mutacional
de IgVH, es decir casos donde podemos encontrar la mutacion de los genes de IgVH y

las células leucémicas expresen CD38 y ZAP70 o viceversa.

A continuacion pasamos a discutir los datos obtenidos en nuestro trabajo:
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6.2.1. Caracteristicas clinico-biologicas.

Los estudios realizados por Ibrahim en 2.001 y Ottaggio en 2.003 objetivaron que los
pacientes que expresaban el Ag CD38 mostraban una tendencia a presentar hepato-esplenomegalia,
afectacion de un mayor nimero de &reas ganglionares, cifras mas bajas de hemoglobina y elevacion
de B2-microglobulina. Otro articulo publicado por Ghia y cols en 2.003, confirmd los mismos
resultados en la cifra de Hb y de B2-microglobulina en los pacientes CD38+, y ademas puso de
manifiesto diferencias en la cifra de linfocitos y tiempo de doblaje linfocitario al comparar tres
patrones de expresion del Ag CD38: negativo, positivo y bimodal. En nuestro estudio, en lo que a
caracteristicas clinico-bioldgicas se refiere, también encontramos diferencias estadisticamente
significativas en la presencia de adenopatias y hepatoesplenomegalia al diagnéstico y en el estadio
clinico segun la clasificacién de Rai y Binet, de manera que en los pacientes CD38- son mas
frecuentes los estadios mas precoces que en los pacientes CD38+ donde son mas comunes los
estadios méas avanzados. En cuanto a la cifra de hemoglobina, leucocitos y plaquetas al diagndstico,
no encontramos diferencias. En nuestra poblacion, los pacientes CD38+ también mostraban un nivel
de B2microglobulina y LDH significativamente mas elevados que los CD38-. Por ultimo el tiempo

de doblaje linfocitario fue significativamente diferente, siendo éste menor en los pacientes CD38+.

6.2.2. Caracteristicas histopatoldgicas.

Al igual que en el trabajo realizado por Domingo-Domenech en 2.002, donde existe una
significativa relacion entre la expresion de CD38 y el patron de infiltracion dsea difuso, en nuestra
serie, los pacientes CD38+ presentaron un patron de infiltracion difuso en un porcentaje
significativamente mayor que los CD38- y como hemos comentado previamente este patron esta
unido intimamente con una menor supervivencia. No obstante, en nuestra serie, también hay casos
discordantes donde a pesar de no expresar el antigeno CD38, presentan un patron infiltrativo de
mal prondstico o viceversa, pacientes CD38+ presentan un patron de infiltracion de buen

pronastico.
6.2.3. Caracteristicas inmunofenotipicas.
Hasta ahora no conocemos estudios en los que se haya investigado la relacion entre el Ag

CD38 y el score inmunofenotipico, pero si la relacion de este antigeno con algunos de los

marcadores en los que se basa el score (CD22 y CD79b) y con la expresion de otros como CD39,
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CD40, CD62L, CD69, CD71 y CD20 (Damle RN. y cols, 2.002; Manshouri T. y cols; 2.003). Asi,
en el primer trabajo se observd que los pacientes CD38+ expresaban un porcentaje
significativamente mayor de CD40, CD69 y CD79b y una mayor intensidad de expresion de HLA-
DR que los CD38-, no encontrando diferencias con el resto de marcadores estudiados entre ambos
grupos. Mas recientemente, Damnle y cols en 2.007 encontraron que el compartimento de células
leucémicas CD38+ coexpresaba mas Ki67, lo que apoyaria la mayor activacion y capacidad
proliferativa atribuida a este subgrupo de LLC.

En el presente trabajo se ha estudiado la relacion entre la expresion de CD38 y el score IF,
encontrando que los pacientes CD38+ tienen un score significativamente mas bajo que los CD38-.
No obstante existe un subgrupo de pacientes (31.14%) donde existe discrepancia en estos
resultados, es decir expresan CD38 pero tienen un score alto (22.64%) o viceversa (8.5%).

A diferencia de otros trabajos publicados (Del Giudice 1. y cols, 2.005; Schroers R. y cols,
2.005; Gachard N. y cols, 2.008) donde la presencia simultdnea de CD38 y ZAP70 se asocia a mal
prondstico, en nuestro estudio, ZAP70 no ha resultado ser factor prondstico independiente y ademas
no hemos sido capaces de encontrar relacién entre la expresion del antigeno CD38 y la proteina
tirosin-kinasa ZAP70. Esto puede ser debido al menor nimero de casos (n = 197) en los que se
habia llevado a cabo la determinacion de esta proteina con respecto al nimero de determinaciones
del Ag CD38 (n = 264); aunque se han sefialado otras posibles explicaciones como la asociacion
con otros factores de mal prondéstico como la delecién 17p o la mutacion de IgVH3-21, descritos en

el estudio publicado por Krdber A. y cols en 2.006.

6.2.4. Caracteristicas citogenéticas.

La correlacion entre la expresion de CD38 y la presencia de alteraciones cromosémicas ha
sido ampliamente estudiada. Chevallier y cols en el afio 2.002 evaluaron el valor prondstico de la
expresion de CD38 y de las alteraciones cromosomicas en una serie de 125 pacientes, encontrando
que la delecion 11q era la Gnica alteracion asociada a la LLC-B CD38+. También observaron una
significativa correlacion de la trisomia 12 con la progresion de la enfermedad pero no con la
supervivencia. En ese mismo afio, Oscier y cols mostraron que el estadio avanzado, el sexo
masculino, la morfologia atipica, el fenotipo CD38+, la trisomia 12, la delecion 11q, la pérdida o
mutacion del gen P53 y el estado no mutado de las IgVVH eran factores de mal prondstico en un
andlisis univariante, pero solo la pérdida o mutacion del gen P53 y el estado no mutado de las IgVH
conservaban significacion pronostica en un analisis multivariante. Sorprendentemente la delecion

119 no resultd ser factor prondstico independiente. Posteriormente, Ottaggio en el afio 2.003
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observé una relacion estadisticamente significativa entre la expresiéon del Ag CD38 y la presencia
de alteraciones cromosomicas, aunque sin diferencias en términos de supervivencia. Lo que si se
pudo constatar fue que los pacientes con pérdida en 17p experimentaban un curso clinico peor. Por
altimo, Reddy KS en el afio 2.006 sugiere una probable correlacion entre la expresion de CD38 y la
delecion 11q y, posiblemente también con la trisomia 12, hallazgos constatados por otros autores
(Dewald GW vy cols, 2003; Haferlach C y cols, 2007).

Nosotros hemos encontrado que en los pacientes CD38+ el porcentaje de alteraciones
cromosomicas fue mayor que en los CD38-, tanto si habian sido determinadas por citogenética
convencional como por FISH. Por este Gltimo método, la delecion 13q aislada fue
significativamente mas frecuente en los pacientes CD38- (17/27) mientras que la +12, delllq y
del6q se dieron en mayor medida en los pacientes CD38+ (15/37, 3/37 y 1/37 respectivamente).
Analizadas por separado, tanto la delecién 11g como la trisomia 12 se presentaron en los pacientes
CD38+ en un porcentaje significativamente mayor al de los CD38-, hallazgos que estan en
consonancia con los resultados de los estudios previamente comentados. Como dato incongruente
en nuestra serie y en otras consultadas (Dewald GW. y cols, 2.003; Haferlach C. y cols, 2.007),
destacar que la delecion 17p se detectdé en 4 de nuestros pacientes CD38- (en uno como Unica
alteracion y en 3 asociada a otras alteraciones) y en ningun paciente CD38+. Este hallazgo podria
estar en relacion con la existencia de un subgrupo de pacientes, recientemente identificado, con
dell7p (Tam CS. y cols, 2.009; Best OG. y cols, 2.009), caracterizado por presentar mutaciones en
los genes de IgVH, negatividad para la expresion de ZAP70 y CD38, y una enfermedad estable
durante periodos de tiempo prolongados.

Al agrupar las alteraciones citogenéticas en los 3 grupos de riesgo (favorable, intermedio y
desfavorable) encontramos que las alteraciones del grupo favorable eran mas habituales en los
pacientes CD38- (83.19%), y las del grupo intermedio y desfavorable mas frecuentes en los CD38+
(26.25% y 13.75%, respectivamente).

De acuerdo con lo ya publicado (Ibrahim S. y cols, 2.001; Chang C. y cols, 2.002; Krober
A.y cols, 2.002; Chevalier P. y cols, 2.002, Ottaggio L. y cols, 2.003, Malavasi F. y cols, 2.011) en
nuestra serie de pacientes, la expresion del antigeno CD38 se ha visto asociada a la adquisicién de
nuevas alteraciones citogenéticas (evolucion clonal), lo que reflejaria una mayor inestabilidad del
clon leucémico y un curso clinico menos indolente. Por este motivo, creemos que es aconsejable
repetir los estudios bioldgicos y citogenéticos durante el curso evolutivo de la enfermedad, al menos

siempre que se vayan a tomar decisiones terapedticas.
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6.2.5. Tratamiento.

El estudio realizado por Ghia en 2.003 objetivd que el 75% de pacientes que expresaban el
antigeno CD38 precisaban al menos una linea de tratamiento frente a un 25.8% en el grupo de
pacientes CD38-. En nuestra serie, durante el tiempo de seguimiento, también se observd una
relacion estadisticamente significativa entre la expresion de CD38 y la necesidad de requerir algin
tipo de tratamiento a lo largo de la evolucion de la enfermedad. El porcentaje de pacientes CD38+
que preciso tratamiento fue mayor (68%) que el de CD38- (37.8%). En cuanto a las lineas de
tratamiento no se observaron diferencias entre ambos grupos, probablemente por la inclusion en la
serie de pacientes de reciente diagnostico. Como en otros estudios (Damle RN. y cols, 1.999; Del
Poeta G. y cols, 2.001; lbrahim S. y cols, 2.001; Jeliner DF. y cols, 2.001; Morabito F. y cols,
2.001; Durig J. y cols, 2.002) en los pacientes CD38+ el tiempo desde el diagndéstico al inicio del
primer tratamiento fue menor que en los CD38-. No se observaron diferencias entre ambos grupos
en cuanto a haber recibido o no tratamiento con fludarabina. Por el contrario al clasificar a los
pacientes en 4 grupos de tratamiento (alquilantes, esquemas con fludarabina, poliquimioterapia tipo
CHOP o COP y bendamustina/pentostatina), encontramos gue los pacientes CD38- habian recibido
agentes alquilantes en un porcentaje significativamente mayor que los CD38+, y que éstos a su vez
recibieron mas esquemas con fludarabina y poliquimioterapia, en definitiva tratamientos mas
agresivos en pacientes mas jévenes. No obstante, como hemos comentado antes hay que considerar
estos resultados con cautela puesto que tanto los criterios de inicio de tratamiento como el tipo de
quimioterapia administrada han sido muy heterogéneos, al menos en los pacientes diagnosticados

en los primeros afios del estudio y en los pacientes mas afiosos por las comorbilidades asociadas.

6.2.6. Supervivencia.

Al igual que en otros estudios (Damle RN. y cols, 1.999; Del Poeta G. y cols, 2.001;
Ibrahim S. y cols, 2.001; Jeliner DF. y cols, 2.001; Morabito F. y cols, 2.001; Durig J. y cols, 2.002)
en nuestra serie la supervivencia de los pacientes CD38- fue mayor que la de los CD38+ durante el
periodo de seguimiento. No obstante existe un grupo reducido de pacientes CD38- que han
fallecido: un 17.84% (29/164). De éstos, el 41.37% (12/29) murieron como consecuencia de la
enfermedad. El resto lo hicieron por otras causas: 7 de ellos relacionadas con segundas neoplasias y
2 por sepsis.

Para concluir, y a la vista del impacto negativo que la expresion del antigeno CD38

imprime a las células de la LLC, se estan desarrollando nuevos farmacos dirigidos a esta diana
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terapedtica como el anticuerpo monoclonal daratumumab (De Weers M. y cols, 2.011). De los
ensayos clinicos actualmente en marcha, podrén establecerse nuevas opciones terapeuticas

aplicando estos anticuerpos bien solos 0 mas probablemente en combinacion.

6.3. LINFOCITOSIS MONOCLONAL B DE SIGNIFICADO INCIERTO EN NUESTRA
POBLACION.

La incidencia y caracteristicas de la LLC-B han cambiado significativamente en el dltimo
siglo. Gracias a los avances en la citometria de flujo actualmente se pueden detectar niveles muy
bajos de células con fenotipo de LLC-B (Ghia P. y cols, 2.004; Rawstron AC. y cols 2.002;
Rawstron AC. y cols 2.008; Nieto WG. y cols, 2.012). La LBM es una entidad diagnostica definida
recientemente como una poblacion de células B anémala que no cumple criterios de malignidad. La
mayoria de las LBM tienen un fenotipo idéntico a la LLC-B y comparten las mismas alteraciones
cromosémicas. En la mayoria de los casos, la LBM se mantiene estable, progresando a LLC-B con
necesidad de tratamiento solo en un 1 a 2% por afio.

Reevaluamos nuestro grupo de pacientes diagnosticados previamente de LLC en estadios
iniciales (0 de Rai/ A de Binet), reclasificandolos en funcion de los nuevos criterios diagnésticos de
LLC/ LBM (Marti GE. y cols, 2.005; Hallek M. y cols, 2.008). En nuestra serie, el umbral de
linfocitos totales en sangre periférica capaz de identificar a los pacientes que requerian tratamiento
de aquellos con enfermedad estable fue de 10.000/ uL en contraposicion a lo publicado por
Shanafelt (Shanafelt TD. y cols, 2.009b), que situaba el punto de corte para predecir la
supervivencia libre de tratamiento y la supervivencia global en 11.000 linfocitos B/ pL. Cabe
destacar, que en otro articulo del mismo autor (Shanafelt TD. y cols, 2.009c), se establece en 10.000
linfocitos totales/uL el valor que discrimina diferencias en cuanto al tiempo al primer tratamiento
en pacientes en estadio 0 de RAI, como en nuestro caso. Diferentes también son los resultados del
Grupo Italiano GIMEMA (Molica S. y cols, 2.011) que establece en 10.000 linfocitos B /uL el
limite que distingue la LLC de otras condiciones premalignas como la LBM, al ser este nivel el
mejor predictor del tiempo al primer tratamiento. Lo cierto es que aunque el cut-off de 5.000
linfocitos B/uL es el actualmente establecido para el diagnostico de LBM, su eleccion no se baso en
datos objetivos de resultados clinicos, por lo que algunos investigadores cuestionan si este umbral
es realmente predictivo de la evolucidn clinica en estadios iniciales de LBM/ LLC (Shanafelt TD. y
cols, 2.009b; Shanafelt TD. y cols, 2.009¢c; Molica S. y cols, 2.011).

A diferencia del trabajo de la Clinica Mayo (Shanafelt TD. y cols, 2.009b), no incluimos en

nuestro analisis el estado mutacional de las IgVH y evaluamos otras variables: la cifra de 2M, Hb
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y plaquetas. No encontramos diferencias entre ambos grupos (< 10.000 linfocitos/ pL versus >
10.000 linfocitos/ pL) en cuanto a edad, siendo la mediana en ambos grupos mayor de 60 afios, ni
tampoco en cuanto al sexo, p2M, Hb y plaquetas. Al igual que en el estudio de Shanafelt, no
observamos diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos en cuanto a la expresion
de ZAP70 y CD38. Tampoco en las alteraciones citogenéticas, en contra del estudio de Shanafelt,
donde la mediana de células B al diagnostico fue discretamente mas alta entre los pacientes que
presentan la delecion 11q. Estos resultados pueden ser debidos a que la determinacion de CD38,
ZAP70 y los estudios citogenéticos no han sido realizados en todos los pacientes incluidos en
nuestro analisis. Si encontramos diferencias significativas entre ambos grupos respecto al tiempo de
duplicacion linfocitaria durante el seguimiento, dato no aportado hasta ahora en las series revisadas.
En cuanto a la necesidad de tratamiento si que encontramos diferencias al igual que Shanafelt, no
asi en cuanto a la supervivencia global.

Cuando evaluamos los factores que eran predictores de la necesidad de tratamiento en el
grupo de pacientes con < 10.000 linfocitos, actualmente reclasificados en su mayoria como LBM,
las variables que resultaron significativas fueron: el recuento linfocitario, la citogenética
desfavorable y la expresion de CD38. Sin embargo, en el andlisis multivariante sélo la expresion de
CD38 mantuvo significacion estadistica, igual que en uno de los trabajos de Shanafelt (Shanafelt
TD. y cols, 2.009c). En otro de los estudios del mismo autor (Shanafelt TD. y cols, 2.009b),
excluyendo del analisis el estado mutacional de IgVH, la expresion de ZAP70 fue el mejor predictor
para la supervivencia libre de tratamiento y el FISH desfavorable (delllqg, dell7p) para la
supervivencia global. En nuestra serie, la expresion de CD38 constituyd el Unico factor capaz de
predecir la necesidad de tratamiento y por tanto la progresion a LLC. Estos resultados estan en
consonancia con los datos obtenidos por Oliveira y cols, que en una cohorte prospectiva de 135
pacientes en estadios iniciales de LLC (0-1 de Rai) en los que se analizaban datos clinicos y
biolégicos (CD38, ZAP70 y alteraciones citogenéticas), y considerando so6lo estos Ultimos,
Gnicamente la expresién de CD38 y la delecion 17p se asociaban negativamente a supervivencia
libre de progresion.

Por ultimo, la tasa estimada de progresion a LLC que requiere tratamiento entre los sujetos
con una cifra de linfocitos totales menor de 10.000/ uL fue 1.4% por afio, porcentaje similar al de
las demas series estudiadas (Rawstron AC. y cols, 2.008; Hallek M. y cols, 2.011, Shanafelt TD. y
cols, 2.009c).
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6.4. NOMOGRAMA'Y ESTRATIFICACION PRONOSTICA DE LOS PACIENTES.

Hasta ahora el manejo de la leucemia linfética crénica consistia en observar la evolucion e
iniciar el tratamiento cuando existian datos de progresion. Sin embargo, un 50% de los pacientes
con estadios precoces presentan marcadores de mal prondstico en el momento del debut y en ellos
podria estar justificado el inicio del tratamiento de manera anticipada sobre todo si se trata de
pacientes jovenes, o lo que es lo mismo, el reconocimiento precoz de los estadios A agresivos y
también de los estadios B (0 mas raramente C) indolentes conllevaria a una aproximaciéon méas
racional a su tratamiento. No obstante, en el momento actual no existe evidencia de que el
tratamiento de dichos pacientes en el momento del diagnostico reporte beneficios clinicos
(Shanafelt TD. y cols, 2.004; Chiorazzi N. y cols, 2.005; Foon KA. y Hallek MJ., 2.010).

Desde hace mas de 30 afios, los sistemas de estadificacion clésicos, los estadios de Rai (Rai
KR. y cols, 1.975) y Binet (Binet JL. y cols, 1.981) identifican grupos de riesgo basandose en las
caracteristicas clinicas y de laboratorio, y reflejan fundamentalmente el volumen de la masa
tumoral. De forma global estos estadios se correlacionan con la supervivencia, aunque no
identifican correctamente a un grupo de pacientes que a pesar de ser diagnosticados en estadios
precoces, progresan rapidamente y tienen una supervivencia muy inferior a la esperada. Ademas el
estadiaje clinico es insuficiente para predecir la necesidad de tratamiento para cada paciente
individual, lo que hace necesaria la identificacién de nuevas herramientas con valor prondstico. En
esta linea varios grupos (Matutes E. y cols, 1.994; Doéhner H. y cols, 2.000; Ibrahim S. y cols,
2.001; Montserrat E. y cols, 2.001; Krober A. y cols, 2.002; Durig J. y cols, 2.003; Hamblin TJ. y
cols, 2.003; Hallek M. y cols, 2.003; Kay NE. y cols, 2.007) han intentado desarrollar una
estratificacion de riesgo adaptando los nuevos factores prondstico en LLC (inmunofenotipicos,
citogenéticos y/o moleculares) que han ido apareciendo en los ultimos afios. Muchos de estos
factores han mostrado ser potentes predictores de la supervivencia en LLC-B, pero no siempre es
posible disponer de ellos por su alto coste econémico y/o técnico, y por la dificultad afiadida de su
estandarizacion (Matthews C. y cols, 2.004; Letestu R. y cols, 2.010; Gachard N. y cols, 2.008;
Smoley SA. y cols, 2.010). Por este motivo, recientemente se han propuesto escalas sencillas para
poder estratificar a todos los pacientes con LLC-B (Wierda WG. y cols, 2.007; Shanafelt TD. y
cols, 2.009a; Molica S. y cols, 2.010; Bulian P. y cols, 2.011). Entre ellas cabe destacar la descrita
por Wierda WG. y cols del MDACC (Blood 2.007), que ha propuesto un nomograma y un indice
pronostico (IP) en pacientes diagnosticados de LLC-B no tratados. Con el nomograma se obtiene
una puntuacion con la cual se identifica la probabilidad de supervivencia a los 5y a los 10 afios y se

estima la supervivencia media. El indice prondstico estda basado en 6 factores prondstico
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independientes (edad, sexo, estadiaje de Rai, nUmero de regiones ganglionares afectadas, nimero de
linfocitos y niveles de p2-microglobulina) y a cada uno de ellos otorga una puntuacion. En base a la
puntuacion obtenida se estratifica a los pacientes en 3 grupos de riesgo: bajo (1-3 puntos),
intermedio (4-7 puntos) y alto (>8 puntos). El tiempo de supervivencia para los 3 grupos fue
diferente: no alcanzado para el bajo riesgo, 10.3 afios para el riesgo intermedio y 5.4 afios para el
riesgo alto. A raiz de la publicacion de este trabajo se han llevado a cabo multiples estudios que han
confirmado la validez y reproductibilidad de este nuevo indice prondstico (Shanafelt TD. y cols,
2.009a; Gonzélez-Rodriguez AP. y cols, 2.009, Molica S. y cols, 2.010), aunque con ciertas
salvedades como veremos mas adelante. Igualmente se estd investigando la incorporacion de
nuevos factores prondstico a este tipo de modelos, tales como el anélisis citogenético por FISH, el
estado mutacional de las cadenas pesadas de las Igs y la expresion del antigeno de superficie CD38
y la proteina ZAP-70 (Weinberg JB. y cols, 2.007; Letestu R. y cols, 2.010; Haferlach C. y cols,
2.010; Oliveira AC. y cols, 2.011; Bulian P. y cols 2.012).

En el presente trabajo, nos propusimos evaluar un grupo de 152 pacientes en seguimiento
por LLC en nuestra instituciéon durante un periodo de 14 afios, evaluando los factores pronéstico
clinicos y bioldgicos de importancia reconocida al diagnéstico, y su impacto en la supervivencia
global. Ademas, desarrollamos un modelo de prediccién de riesgo de modo similar al establecido
por el grupo del MDACC, pero incorporando las nuevas estrategias diagnosticas disponibles en
nuestro medio (citogenética, FISH, CD38 y ZAP70).

A diferencia del primer trabajo sobre el desarrollo de un nomograma en LLC-B, publicado
por Wierda en el 2.007, al que ya hemos hecho referencia y que sirvi6 de punto de partida para esta
investigacion, en nuestra serie los factores asociados a la supervivencia que demostraron una mayor
significacion pronostica de manera independiente fueron cinco: la edad, el estadio de Rai, la cifra de
linfocitos, los hallazgos citogenéticos y la expresion de CD38/ZAP70. Con estos 5 factores
desarrollamos un nomograma con la finalidad de predecir la supervivencia y establecimos un nuevo
indice prondstico (Tabla 58). La puntuacién total (score IP) variaba de 0 a 9 puntos. Se di6 0 puntos
cuando el paciente presentaba edad menor o igual de 65 afios, cifra de linfocitos menor de 20.000,
estadios 0 y | de Rai, citogenética convencional y/o FISH de bajo riesgo o0 CD38-/ZAP70-; 1 punto
si edad mayor de 65 afios, cifra de linfocitos entre 20.000 y 50.000, estadio Il de Rai, citogenética
convencional y/o FISH de riesgo intermedio o CD38+/ZAP70- 0 viceversa; y 2 puntos si cifra de
linfocitos mayor de 50.000, estadios Il y IV de Rai, citogenética convencional y/o FISH de alto
riesgo o CD38+/ZAP70+. Nuestro indice pronostico también discriminaba 3 grupos de riesgo: bajo

(de 0 a 2 puntos), intermedio (de 3 a 4 puntos) y alto (de 5 a 9 puntos) (Tabla 59). La mediana de
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supervivencia fue: no alcanzada para el grupo con indice pronostico bajo, de 12.25 afios para el

grupo con indice pronostico intermedio y de 3.5 afios para el grupo con indice pronéstico alto.

Tabla 58. Indice prondstico basado en la presencia de los 5 factores de riesgo en nuestra serie.

Variable Puntuacion
0 1 2
Edad < 65 afos >65 afios
Linfocitos (uL) <20.000 20.000-50.000 >50.000
Estadio Rai 0-1 I IHi-1v
CCyloFISH Bajo riesgo Intermedio Alto
CD38/ZAPT70 CD38-/ZAP70- CD38+/ZAP70- 0 viceversa CD38+/ZAP70+

*CC: citogenética convencional.

Tabla 59. Supervivencia global y riesgo relativo de muerte en funcién de los 3 grupos de riesgo

resultantes de nuestro IP.

Grupo de riesgo Indice IP N° de pacientes Mediana de supervivencia
Bajo 0-2 86 No alcanzada
Intermedio 3-4 48 12.25 afios
Alto 5-9 18 3.5 afios

En contraposicién al indice propuesto por Wierda y cols, en nuestro modelo y en otros
publicados (Shanafelt TD. y cols, 2.009a; Weinberg JB. y cols, 2.007; Letestu R. y cols, 2.010;
Haferlach C. y cols, 2.010), el sexo no fue predictor de la supervivencia. Ademas, los 6 factores
incluidos en el Indice Prondstico del MDACC recibieron una ponderacion diferencial en el indice
acumulado de tal manera que la puntuacion del indice estaba muy desviada hacia la edad. Debido a
que la mediana de edad en el momento del diagndstico de la LLC es de 65 a 70 afios y
aproximadamente un 60% de los pacientes son hombres, una gran proporcion de pacientes con LLC

se clasificaban en el grupo de riesgo intermedio Unicamente en base a factores demogréficos en
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lugar de a las caracteristicas especificas de la enfermedad. En nuestra serie, la edad si que mantuvo
su valor predictivo, aunque a diferencia de la estratificacion realizada por Wierda y cols, nuestro
punto de corte fueron los 65 afios, definiendo dos grupos en lugar de tres. Esta separacion en 65
afios se ajustaba mas a la media de edad de nuestros enfermos y mostr6 diferencias significativas en

la supervivencia global.

Por otro lado, la B2M al igual que la LDH se correlaciona con la carga tumoral y con el
prondstico en linfomas, sobre todo en aquellos con alta cinética tumoral y en el IP del MDACC la
B2M tenia un peso elevado. Otros grupos también han incluido la B2M (Letestu R. y cols, 2.010;
Bulian P. y cols, 2.011) y/o la LDH (Weinberg JB. y cols, 2.007) en sus respectivos indices
pronostico. Este ultimo autor, incorpora la expresion de CD38 y los estadios de RAI modificados
junto al nivel de LDH en la construccién de su IP, encontrando diferencias respecto al tiempo al
primer tratamiento y en la supervivencia global. Sin embargo, en nuestra serie la B2M perdio
relevancia pronostica, lo cual no es de extrafiar dada la naturaleza cronica de la enfermedad vy la
baja capacidad proliferativa de las células de la LLC sobre todo en los estadios iniciales de la

misma.

Volviendo al nomograma del MDACC, otra de las variables con valor pronéstico
independiente fue el recuento linfocitario estratificado en tres niveles (<20.000, 20-50.000 y
>50.000). En nuestra serie de pacientes, comprobamos que conservaba la significacion estadistica y
el recuento linfocitario fue incorporado al nomograma. Sin embargo, otros autores eliminaron esta
variable de sus modelos al no confirmar su poder predictivo en sus respectivas cohortes (Shanafelt
TD. y cols, 2.009a; Bulian P. y cols, 2.011).

El riesgo relativo de mortalidad para los estadios clinicos de Rai tuvo una relacion
marcadamente mas poderosa para la supervivencia en nuestra serie. Mientras que el indice del
MDACC clasificaba a menos de un tercio de nuestros pacientes recién diagnosticados como de bajo
riesgo (24.3%), cuando aplicAbamos nuestro IP aproximadamente dos tercios (55.9%) de los
pacientes estaban dentro de esta categoria, en consonancia con lo que ocurria al emplear la
estadificacion clinica de Rai (77.6%), discrepancia también referida por otros grupos como los de la
Clinica Mayo (Shanafelt TD. y cols, 2.009a) y el Grupo Italiano GIMEMA (Molica S. y cols,
2.010). De hecho, creemos que la estratificacion de los grupos de riesgo del IP del MDACC incluia
variables que podian resultar redundantes como los estadios de Rai dicotomizados (estadios 0-11 vs
estadios I11-1V) y la presencia 0 no de adenopatias. En este sentido, hay que sefalar la diferente
integracion de los sistemas de estadiaje clinicos por parte de los distintos investigadores, asi

mientras unos han considerado en la construccion de los IP los estadios de Binet (Bulian P. y cols
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2.010) o bhien los estadios de RAI modificados en grupos de riesgo (Rai KR., Han T., 1.990;
Weinberg JB. y cols, 2.007) (bajo: estadio O; intermedio: estadios I-I; alto: estadios IlI-1V); en
nuestro caso integramos ambas clasificaciones siguiendo las recomendaciones del International
Workshop on Chronic Lymphocytic Leukemia (Zwiebel JA. y Cheson BD.; 1.998).

Diversos estudios han demostrado la correlacion de las anomalias cromosomicas
determinadas por citogenética convencional y/o FISH con aspectos clinicos y evolutivos de la
enfermedad (Juliusson G. y cols, 1.986; Doéhner H. y cols, 2.000; Dewald GM. y cols, 2.003).
Ademas, algunos investigadores han constatado que en méas de un 25% de los pacientes aparecen
alteraciones adicionales durante el curso de la enfermedad (evolucién clonal), que estan asociadas
con una supervivencia mas corta (Shanafelt TD., 2.006; Stilgenbauer S. y cols, 2.007; Delgado P. y
cols 2.011). Inicialmente, el estudio se derivaba a centros de referencia y es a partir del afio 2.004
cuando nuestro centro asumié la determinacion de anomalias cromosomicas por FISH. Asi
confirmamos las alteraciones cromosdmicas ya informadas por otros centros y detectamos otras
nuevas en un pequefio porcentaje de pacientes. Solo 75 pacientes (45/86 en el grupo de bajo riesgo,
21/48 en el de riesgo intermedio y 9/18 en el de alto riesgo) disponian de estudios citogenéticos
seriados a lo largo de la evolucion de la enfermedad. De éstos, la evolucion clonal se detectd en el
48% (36/75) de los pacientes (20/45 en el grupo de bajo riesgo, 12/21 en el de riesgo intermedio y
4/9 en el de alto riesgo). No observamos correlacion de ésta con el IP, posiblemente porgue al no
ser conscientes de la importancia de llevar a cabo su determinacion mas allad del momento del
diagnostico, careciamos de estos datos en el grupo de pacientes mas antiguos de nuestra serie. En 15
de los 20 pacientes con una puntuacion-score de O se realizaron estudios citogenéticos seriados
detectandose evolucién clonal en un 30% de los pacientes (6/15) presentando todos ellos como
nueva alteracion citogenética la delecién 13g, en 5 de ellos como Unica alteracion y en 1 asociada a
la delecién 11q. El paciente que adquirié esta Gltima anomalia fue sometido a trasplante alogénico

de intensidad reducida, encontrandose vivo en la fecha de cierre del estudio.

El trabajo de Dohner y cols, establecié inequivocamente el valor prondstico de las
alteraciones citogenéticas detectadas por FISH en el mismo momento del diagndstico de la LLC.
Sin embargo, las versiones mas extendidas de esta técnica solo pueden dar informacién sobre un
limitado ndmero de alteraciones. En contraposicion, la citogenética convencional, especialmente
desde que se emplean mitégenos como DSP30, ha permitido incrementar el porcentaje de
alteraciones cromosomicas que se asocian a esta entidad (Dicker F.y cols, 2.006; Haferlach C. y
cols, 2.007). En nuestro modelo, la estratificacion de los resultados citogenéticos en los tres grupos

de riesgo se asocio significativamente con la supervivencia de los pacientes y mantuvo su poder
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estadistico en el analisis multivariante. Por lo tanto, la complejidad citogenética, evaluada por el
analisis con FISH y por el nimero de alteraciones cromosémicas en el cariotipo tuvo un impacto
negativo sobre la supervivencia en nuestra serie, de acuerdo con lo publicado por Haferlach C. y
cols en 2.010. Por su parte, este grupo realizd una propuesta de IP para la estimacion de la
supervivencia global basado en 6 parametros (edad, recuento leucocitario, estado mutacional de
IgVH, delp53, traslocaciones de IgH|@ en 14g32 y numero de alteraciones cariotipicas); y un
segundo IP para el tiempo hasta el primer tratamiento basado en 4 (estado mutacional de IgVH,
delllq, traslocaciones de IgH|@ en 14032 y numero de alteraciones cariotipicas). Aunque sus
resultados mostraban diferencias en la supervivencia global y en el tiempo hasta el primer
tratamiento entre los distintos grupos de riesgo, a nuestro entender los items que utilizan para el IP

no son facilmente accesibles para todos los centros.

La expresion de CD38/ZAP70 también tiene implicacion prondstica demostrada en
maltiples trabajos (Damle RN. y cols, 2.000; Del Poeta y cols, 2.001; Ibrahim S. y cols, 2.001;
Hamblin TJ. y cols, 2.002; Krober A. y cols, 2.002; Ottaggio L. y cols, 2.003; Durig J. y cols,
2.003; Crespo M. y cols, 2.003; Rassenti LZ. y cols, 2.004), ya que aportan informacion intrinseca
de las células tumorales desde el momento del diagndstico de la enfermedad. En nuestra serie, la
expresion de CD38 se relaciond significativamente con la supervivencia global, corroborando su
valor predictivo descrito por otros investigadores (lbrahim S. y cols, 2.001; Ottaggio L. y cols,
2.003; Hamblin TJ. y cols, 2.002; Krober A. y cols, 2.002; Oliveira AC. y cols, 2.010, Malavasi F. y
cols, 2.011). Por el contrario, en el presente estudio ZAP70 no se correlacioné con la supervivencia
al ser analizado de forma aislada, al igual que en otros trabajos destacados (Weinberg JB. y cols,
2.007; Letestu R. y cols, 2.010; Oliveira AC. y cols 2.010; Bulian P. y cols, 2.012). Sin embargo, y
en consonancia con lo descrito por Hus y colaboradores en 2.008, el andlisis de la asociacién de
ambos antigenos CD38/ZAP70 si que se tradujo en una significativa correlacion con la
supervivencia. Destacar que la determinacion de ZAP70 en nuestro centro comenzd a realizarse en
el afio 2.004, por lo tanto no en todos los pacientes su determinacion fue llevada a cabo al
diagndstico. No obstante, decidimos incluirla en nuestro modelo dado que diferentes trabajos avalan
que su expresion, a diferencia de lo que ocurre con la de CD38, permanece constante a lo largo del
tiempo (Crespo M. y cols, 2.003; Durig J. y cols, 2.003; Rassenti LZ. y cols, 2.004; Orchard JA. y
cols, 2.004).

Al aplicar el IP del MDACC en nuestra serie, hemos confirmado las diferencias sefialadas
por otros autores (Shanafelt TD. y cols, 2.009a; Gonzélez-Rodriguez AP. y cols, 2.009, Molica S. y

cols, 2.010) respecto al posible sesgo de seleccidn de los pacientes de dicha institucién, los cuales

166



eran mas jévenes, mayoritariamente pertenecian al grupo de riesgo intermedio y recibian
tratamiento de forma mas precoz. Nuestro grupo de pacientes, pertenece a una amplia area sanitaria,
y son remitidos a la consulta desde el mismo momento en el que se detecta una linfocitosis aislada
en sangre periférica (motivo de consulta méas frecuente). Por lo tanto la mayoria de nuestros
enfermos né solo tienen una mediana de edad méas avanzada sino que se encuentran principalmente
en el grupo de bajo riesgo. Del mismo modo, nuestro indice pronéstico correlacioné mejor que el
indice del MDACC frente a la escala de riesgo de los estadios de Rai, presentando un indice de
concordancia mayor.

Al igual que en otros trabajos (Wierda G. y cols, 2.007; Shanafelt T. y cols, 2.009a; Molica
S. y cols, 2.010; Letestu R. y cols, 2.010; Bulian P. y cols, 2.010), en nuestra serie la supervivencia
estimada de los pacientes en cada uno de los 3 grupos de riesgo generados segun nuestro IP fue
claramente diferente: 89.5% en el grupo de bajo riesgo, 81.3% en el grupo de riesgo intermedio y
38.9% en el grupo de alto riesgo. Destacar que no ha fallecido ninguno de los 20 pacientes en el
grupo de bajo riesgo que tenian una puntuacion-score de 0 y que de los 66 pacientes restantes del
mismo grupo con puntuacion-score 1 6 2 han fallecido 9, de los que s6lo 2 murieron a causa de la
LLC. Cuando analizamos los 18 pacientes de nuestro grupo de alto riesgo, si hubiéramos aplicado
la escala del grupo del MDACC 11 de ellos se habrian clasificado dentro del grupo de riesgo
intermedio; sin embargo 7 de ellos fallecieron. De estos 7 fallecidos, 2 murieron a causa de la LLC,
1 por segunda neoplasia, 2 de causas no relacionadas con la LLC y en los 2 restantes desconocemos
la causa. Del total de pacientes fallecidos en los 3 grupos prondsticos, el 46.2% estaban en
progresion, reforzando la tesis que la mayoria de pacientes con LLC muere a consecuencia de la
propia enfermedad. La principal causa de muerte fue la infecciosa (sepsis — 42.3%- y neumonias —
11.5%-), seguida de las segundas neoplasias tal y como se ha descrito ampliamente en otras series
(Callea V. y cols, 2.006; Ravandi F. y O'Brien S, 2.006; Thurmes P. y cols, 2.008; Tam CS. y cols,
2.008; Gribben J., 2.010; Morton LM. y cols, 2.010).

Aungue el objetivo inicial al desarrollar nuestro IP era valorar la supervivencia global,
adicionalmente analizamos si habia diferencias respecto a la necesidad de recibir tratamiento y al
tiempo al primer tratamiento como han realizado otros autores (Shanafelt T. y cols, 2.009a; Molica
S. y cols, 2.010; Bulian P. y cols, 2.010; Wierda W. y cols, 2.011). Nosotros también observamos
una relacion estadisticamente significativa entre los tres grupos de riesgo pronostico segun nuestro
IP y la necesidad de requerir algin tipo de tratamiento, de forma que el 100% de los pacientes del
grupo de alto riesgo necesitaron quimioterapia frente al 60.4% del grupo de riesgo intermedio y al

34.8% del grupo de bajo riesgo. Ademas, la mediana de tiempo estimada hasta el inicio del primer
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tratamiento también fue diferente para los distintos grupos prondstico segun nuestro IP: 35 meses
para el grupo de bajo riesgo, 9 meses para el intermedio y 1 mes para el grupo de alto riesgo.

En la actualidad, las variables incluidas en nuestro modelo pueden ser realizadas en la
mayoria de los centros hospitalarios de nivel tres del estado (o eventualmente en laboratorios
concertados). En nuestro trabajo existen debilidades que deberian ser abordadas antes de su posible
uso por otros centros; el primer inconveniente que podemos encontrar es referente al analisis
inmunofenotipico de CD38 vy, particularmente, de ZAP70 ya que se ha debatido ampliamente la
heterogeneidad de datos cuando se comparan resultados entre distintos laboratorios originados en
los reactivos y los equipos. En segundo lugar, los niveles de expresion del antigeno CD38 pueden
cambiar a lo largo de la evolucion de la enfermedad y también en relacion a tratamientos u otros
procesos intercurrentes (lbrahim S. y cols, 2.001; Hamblin TJ. y cols, 2.002; Krober A. y cols,
2.002; Chan C.y cols, 2.002); de hecho estos cambios mas que una debilidad podrian considerarse
una fortaleza ya que podrian ser un reflejo de cambio en la biologia de la enfermedad (Malavasi F.
y cols, 2.011) y quizéas entrar a formar parte de un futuro algoritmo dindmico de la enfermedad. En
tercer lugar, independientemente de los problemas inherentes a la técnica, los puntos de corte
establecidos por los diversos centros no son necesariamente iguales; aungue este hecho ha sido, y
es, motivo de nimerosos workshops, dista de estar resuelto. Por Gltimo, existen grupos que estan
investigando la incorporacién del estado mutacional de las cadenas pesadas de las Igs al indice
prondstico; esta técnica, a nuestro modo de ver, es compleja y costosa, ademas de estar disponible
en una minoria de centros (Letestu R. y cols, 2.010; Haferlach C. y cols, 2.010; Bulian P. y cols

2.012) por lo que su generalizacién se nos antoja complicada.

Las herramientas que permiten establecer una mejor aproximacion al pronéstico individual
de cada paciente, permitiran una mejor planificacién del seguimiento y control, y llegado el
momento de las opciones terapéuticas mas adecuadas y adaptadas al riesgo especifico. Ademas

seran Utiles para ayudar a los pacientes a planificar sus vidas.

A la luz de los resultados expuestos, creemos que nuestro Indice Prondstico podria ser una
herramienta que ayudara a predecir el riesgo en pacientes sin tratamiento previo de LLC a través de
la adicion de pardmetros prondstico citogenéticos y bioldgicos, con el fin de incrementar ain mas la

precision prondstica y asi mejorar su atencion clinica.
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7. CONCLUSIONES.

En relacion con los objetivos propuestos en el siguiente trabajo de investigacion, de nuestros

resultados pueden deducirse las siguientes conclusiones generales:

1.- En relacidn a la evaluacion completa de todos los datos de los pacientes:
- En nuestro estudio se confirma que el curso clinico de los pacientes diagnosticados de esta

enfermedad es heterogéneo con una supervivencia muy variable.

2.- Con respecto a la relacién entre todos los datos clinico-bioldgicos y la evolucion clinica de
la enfermedad en nuestros pacientes:

- La edad, la presencia de adenopatias, la hepatoesplenomegalia, el estadio clinico segln la
clasificacion Rai y Binet, la cifra de p2M y LDH, el TCD, el TDL, el patron de infiltracion
Osea y el score inmunofenotipico se correlacionan con la supervivencia.

- En nuestro trabajo la expresion del antigeno CD38 es un factor pronéstico independiente
gue se relaciona con supervivencias mas cortas.

- El estudio citogenético define claramente 3 grupos de riesgo prondéstico con implicacién en
la supervivencia global. Igualmente, la evolucién clonal se correlaciona negativamente con
la supervivencia.

- La necesidad de recibir tratamiento se correlaciona con factores de mal pronéstico: estadio
clinico avanzado, B2-microglobulina elevada, patron de infiltracion ésea no nodular, score

inmunofenotipico bajo, CD38+ y anomalias citogenéticas desfavorables.

3.- Al Analizar la LBM de nuestra serie una vez reclasificados los antiguos estadios 0 de RAI
segun los nuevos criterios del NCI-WG/IWCLL (Hallek M. y cols, 2.008), establecer el
umbral linfocitario en nuestra poblacion capaz de predecir el riesgo de transformacion de
LBM en una enfermedad activa y evaluar la relacién de factores prondsticos clinicos y
biolégicos al diagndstico de la LBM con su evolucion:

- Nuestros resultados muestran que un contaje linfocitario de 10.000/uL es el umbral que
predice el riesgo de transformacion de LBM/LLC en una enfermedad activa que requiere
tratamiento.

- Adicionalmente la expresion de CD38 también es un factor predictivo de esta

transformacién desde el mismo momento del diagnostico.
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4.- Al analizar los factores pronéstico de supervivencia y construir un nomograma e indice
pronostico a raiz del estudio de las caracteristicas clinico-biolégicas de estos pacientes
diagnosticados de LLC-B en nuestro medio y analizar la concordancia del nomograma e IP de
Wierda et al con la supervivencia de nuestra serie:

- Los factores asociados a la supervivencia que demostraron una mayor significacion
pronostica independiente fueron: la edad, el estadio clinico de Rai, la cifra de linfocitos, la
citogenetica convencional y/o FISH y la expresion de CD38/ZAP70. Teniendo en cuenta
estas cinco variables con valor pronostico independiente hemos disefiado un indice
pronostico definiendo 3 grupos de riesgo en nuestra poblacion: bajo, intermedio y alto, con
diferente supervivencia. Esta estratificacion del riesgo en funcion de las caracteristicas
propias de cada paciente puede tener implicaciones en el manejo clinico de los mismos

desde el diagnostico de la LLC.

- Nuestro indice pronostico correlaciona mejor que el indice del MDACC frente a la escala
de riesgo de los estadios de Rai, presentando una concordancia mayor y ajustandose mas a

las caracteristicas de una poblacion general como la nuestra.
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