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1. MOLECULAS DE ADHESION.

Las moléculas de adhesién (MA) son glicoproteinas que constituyen un conjunto de
receptores de membrana encargados de mediar las interacciones célula-célula y célula-
matriz extracelular a través de la unién ligando-receptor. Cada uno de estos receptores
muestra especificidad a su ligando, cualidad que es necesaria para su funcion especifica en
la migracion leucocitaria y recirculacion linfocitaria (Drillenburg P, et al 2000). Intervienen
en gran numero de procesos fisioldgicos como: la regulacién de la extravasacion de los
leucocitos durante la respuesta inflamatoria y los fendbmenos de recirculacion y entrada
selectiva de los linfocitos en los 6rganos linfoides o "homing™; en el desarrollo de la
respuesta inmune, potenciando los fenémenos de adhesion y coestimulacion necesarios
para una adecuada respuesta citotoxica y en los fendmenos de progresion y diseminacion
tumoral. La regulacion natural de las MA es particularmente evidente en el sistema
hematopoyético, donde las células muestran fenotipo adherente y no adherente durante su
diferenciacion y respuesta a estimulos en la circulacion o extravasacion tisular.

Las MA son esenciales en el desarrollo y mantenimiento de los organismos
multicelulares. Facilitan la comunicacion intercelular (célula-célula y célula-matriz)
definiendo la arquitectura de los oOrganos. ElI microambiente medular es un Organo
complejo en el que las células estromales son responsables de proporcionar la mayoria de
los factores necesarios para el desarrollo ordenado de las células madre, estando sujetas a
interacciones con citoquinas promotoras e inhibidoras del crecimiento, asi como con
componentes de la matriz extracelular y ligandos estromales que permiten la adhesién de

las células.
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TABLA DE LAS PRINCIPALES MOLECULAS DE ADHESION:

Denominacién

B1- Integrinas
alfBl (VLA-1,CD49a/CD29)
a2p1 (VLA-2,CD49b/CD29)

a3p1 (VLA-3,CD49c/CD29)
a4p1 (VLA-4,CD49d/CD29)
a5B1 (VLA-5,CD49e/CD29)

a6B1 (VLA-6,CD49f/CD29)
a7p1 (H36b1)

a8pl

avpl (VLA-V, CD51/CD29)

B2 -Integrinas

aLp2 (LFA-1,CD11a/CD18)
aMp2 (Mac-1,CD11b/CD18)
aXp2 (P150,95,CD11c/CD18)

Distribucion celular

Ligandos

VLA(very late activation antigens)

L-T activados
L-B, Mo, P

Amplia(B)
Leucocitos y melanocitos
Amplia (L-T, L-B, Mo, etc.)

Mo, P, L-T

Musculo, melanocitos
SNC, melanocitos
Epitelio, rifidén

Panleucocitaria
Gy Mo
Macroéfagos, Mo, L-T

3- Superfamilia de inmunoglobulinas

CD31 (PECAM-1)
CD50 (ICAM-3)
CD54 (ICAM-1)
CD56 (NCAM)
CD102 (ICAM-2)
CD106 (VCAM-1)

4- Selectinas

CD62L (L-selectina)
CDG62E (E-selectina)
CD62P (P-selectina)

5- CD44

L-B, G, Mo
Leucocitos

Colégeno, laminina
Colageno, laminina

Fibronectina, colageno
VCAM-1, fibronectina
Fibronectina

Laminina
Laminina

Vitronectina, fibronectina

ICAM-1,2.3

C3bi, fibrindégeno, CAM-1
C3bi, fibrindgeno

PECAM-1, aV[33

LFA-1

Células endoteliales activadas LFA-1

Células NK
Linfocitos y Mo

Células endoteliales activadas VLA-4

Leucocitos
Endotelio
P, endotelio

amplia

Lewis-X
Adresinas
Lewis-X sializado

Ac.hialurénico.

L-B: linfocitos B, L-T: linfocitos T, Mo: monocitos, G: granulocitos, P: plaquetas.
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Las MA constituyen un grupo diverso de receptores de membrana que pertenecen a
diferentes familias, como las integrinas, la superfamilia de las superinmunoglobulinas,
selectinas, y la familia CD44. Las MA se expresan de forma variable en la oncogenia de
células B, asi como en los SLPC. La expresion de las MA en los SLPC ha sido estudiada a
fin de entender y predecir el comportamiento y heterogeneidad de estas enfermedades
(localizada, enfermedad diseminada, linfoadenopatia, esplenomegalia, etc.), o determinar si
las MA expresadas en la superficie de las células linfomatosas pueden servir para ayudar en
el diagndstico diferencial de estas entidades, asi como investigar su posible significacion

prondstica (Angelopoulou MK et al, 1999).

1.1. INTEGRINAS

Son una familia de glicoproteinas de la superficie celular dependientes de cationes
divalentes y responsables de la adhesion de las células a la matriz extracelular compleja 'y a
otras células, regulando con ello la extravasacion leucocitaria en la inflamacion, el inicio de
la respuesta inmune y el tréfico linfocitario en condiciones fisioldgicas (Hynes RO, 1992).

Las integrinas son heterodimeros de membrana de naturaleza proteica, como
resultado de la union no covalente entre dos cadenas polipeptidicas o y p (Verfaillie CM, et
al 1998). De las combinaciones resultantes de la asociacion de una misma cadena 3 con
diversos tipos de cadena o, se gener0 la 12 clasificacion en tres subfamilias, presentando
cada subgrupo una subunidad B idéntica y la cadena o diferente para cada una. En cada
subgrupo la subunidad 8 es igual y homologa pero diferente a la de los otros subgrupos: las

-1 integrinas (VLA) con estructura f1al-8, las f—2 integrinas con estructura 3-2o,L,M,P

27



y las B3-integrinas o citoadhesinas. En la actualidad dicha clasificacion ha sido ampliada,
aunque de toda la familia de las integrinas solo cinco hasta ahora muestran implicacion en
la adhesion leucocitaria al endotelio: la p2 (CD11a/CD18, CD11b/CD18 y CD11¢/CD18),
la B1 integrina VLA-4 (a4B1, CD49d/CD29) y a4p7.

1.1.1 B-1 integrinas.

Las B1 integrinas tienen CD29 como subunidad B comun. Esta amplia familia
contiene una serie de receptores celulares para las proteinas de la matriz extracelular,
incluyendo fibronectina, colageno, laminina, y vitronectina (Timothy M y Harlan J.M
1994). El gen que codifica la cadena P esta en el cromosoma 10 y los que codifican la
subunidad o estdn en el cromosoma 5 para VLA-1 y 2, en el 17 para VLA-3 y se
desconocen en el resto (Umbria et al, 1990).

La CD49a/CD29 se expresa en las células endoteliales y en las células dendriticas
del centro germinal del tejido linfoide normal de la lengua, apéndice, bazo y ganglio
linfatico, mientras que no se expresa en los linfocitos de sangre periférica.

La CD49b/CD29 es un miembro de la familia de las integrinas, que se expresa en
numerosos tipos celulares, incluidas células T activadas y plaquetas. Este anticuerpo inhibe
la adhesion de las plaquetas al colageno. Este anticuerpo es util para el estudio de la
expresion y funcion de las integrinas (Springer SJ, 1992).

La CD49c/CD29 se expresa de forma intensa en las células endoteliales y epitelio
del timo, con expresion débil en el 5-10% de las células linfoides del centro germinal, asi
como expresion moderada en los linfocitos interfoliculares.

La CD49d/CD29 es expresada intensamente por las células del manto de los

ganglios
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linfaticos y la amigdala lingual, con expresion débil en la zona clara del centro germinal.
Los linfocitos T interfoliculares presentan un nivel intermedio de expresion, asi como los
linfocitos T medulares.

La CD49e/CD29 es expresada en las células reticulares y en los linfocitos del centro
germinal y manto. También de forma débil en los linfocitos interfoliculares. Es capaz de
inhibir la union de fibroblastos, plaquetas y linfocitos a fibronectina, y bloquea
parcialmente la invasién celular (Mclntyre BW et al, 1991).

La CD49f/CD29 no se expresa en los linfocitos y si se expresa de forma intensa en

las células foliculares dendriticas y en las endoteliales.

Las B—1 integrinas desempefian dos funciones:

-. Reconocimiento de los componentes de la matriz extracelular, ya que todas funcionan
como receptores de los componentes de la matriz extracelular (Terol M J y Prosper F
1998). La especificidad ligando-receptor es muy variable; una misma integrina puede
poseer diferentes ligandos en funcion del tejido en que se encuentre, y un mismo ligando
puede ser reconocido por diversas integrinas a traves de distintas secuencias peptidicas.

-. Adhesion molecular, siendo capaces de mediar interacciones célula-célula. Asi,
CD49d/CD29 es capaz de mediar la union de los linfocitos y monocitos a las células
endoteliales activadas, a través del reconocimiento y unién de su ligando CD106 presente
en el endotelio activado. Esto constituye el mecanismo fundamental de la extravasacion de
los linfocitos T memoria en los érganos linfoides secundarios (Butcher EC y Picker LJ,
1996).

También se ha descrito el reconocimiento y unién de VLA-4 a otro ligando de la familia de

las inmunoglobulinas, la NCAM.
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1.1.2 B-2 integrinas.

Las B-2 integrinas tienen una parte comdn de cadena B (CD18) que tiene una
estructura tipica y tres subunidades que tienen asociacion no covalente con CD18: CD11a
(LFA-1), CD11b (Mac-1, Mo-1) y CD11c (p150,95). La expresion de las f—2 integrinas
estd restringida a los leucocitos, pero entre los diferentes subtipos de leucocitos la
distribucion de los CD11/CD18 difiere (Arnaout MA, 1990):

-. CD11a-.Con un PM de 180 kD, esta presente en todos los leucocitos y es una MA
implicada en las funciones de los linfocitos y granulocitos. CD11a media la adhesion de las
celulas linfoides al endotelio vascular en asociacion con el ligando CD54 (ICAM-1), el
cual se ha encontrado en leucocitos, pero también en células endoteliales de venas de
cordén umbilical (Umbria et al, 1990). Otros ligandos son CD102 (ICAM-2) y CD50
(ICAM-3). (Prieto J et al, 1988).

-. CD11b. Con un PM de 165 kD, se expresa en la superficie de linfocitos activados,
granulocitos y monocitos y un subtipo de células NK. EI CD11b actla interaccionando
célula-célula y célula-sustrato y como receptor para el fragmento del complemento C3bi,
CD54 (ICAM-1), CD102 (ICAM-2) y CD50 (ICAM-3) (Prieto J et al, 1988).

-. CD11c-.Su PM es de 150 kD. Se expresa normalmente en macrofagos tisulares,
monocitos y algunos linfocitos T citotoxicos, y parece ser que es necesario para la adhesion
molecular célula-célula y célula-matriz (Curtis A et al, 1990). Sus ligandos son iCb3 y
fibrindgeno (Sanchez-Madrid F et al, 1983). Ha sido detectado de forma reiterada en TL, y
s6lo en raras ocasiones se expresa en LLC u otros SLPC, por lo que ha ganado la categoria
de marcador diagnostico de la TL entre las neoplasias de células B (Falini B et al, 1986)

(Curtis A et al, 1990)(Martota G et al, 2000).
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-. CD18-. Con un PM de 90-95 kD, esta implicado en la interaccion célula-célula.
Estd fuertemente expresado en todos los tipos de leucocitos (siendo negativo en las
plaquetas). Es considerado un marcador pan-leucocitario, también utilizado en los estudios
por deficiencia de adhesion leucocitaria, en carcinomas indiferenciados y algunos tipos de
linfomas, asi como en el estudio de adhesidn celular (Sanchez-Madrid F et al, 1983) (Prieto

Jetal, 1988).

Las B-2 integrinas desempefian las siguientes funciones:
-. Se encuentran implicadas en los fenédmenos de adhesion intercelular.
-. La CD11a/CD18 interviene en los fendmenos de citotoxicidad mediada por linfocitos T y
por las células NK.
-. Fenomenos de proliferacion By T.
-. Citotoxicidad dependiente de anticuerpo.
-. Adhesion y extravasacion de los leucocitos al endotelio activado en los focos de la
inflamacion.

Todas las funciones anteriormente mencionadas, las desarrollan a través de la unién
con al menos uno de los 3 ligandos identificados: CD54, CD102, CD50, perteneciendo
todos ellos a la familia de las inmunoglobulinas.

En condiciones basales, las integrinas se encuentran en estado inactivo, y presentan
una baja afinidad por sus ligandos, por lo que requieren una activacion inducida por otras
moléculas (factores solubles, citoquinas, etc.) que provocan un cambio conformacional en
su estructura, el cual se traducira en una mayor avidez por su ligando y en algunas
ocasiones en un aumento de la densidad antigénica de la molécula.

1.2. FAMILIA DE LAS INMUNOGLOBULINAS
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La superfamilia del gen de inmunoglobulinas estd constituida por un conjunto de
proteinas de membrana, caracterizadas por contener, en su secuencia polipeptidica, el
dominio de las inmunoglobulinas (“inmunoglobulin-like), con conservacion de secuencias
que forman enlaces disulfuro estabilizando su estructura terciaria (Williams AF, Barclay
AN 1988). Mediante su accién a través de uniones homéfilas y heteréfilas intervienen en
una gran cantidad de procesos, como el sistema inmune y también en los mecanismos de
reconocimiento celular y embriogénesis.

1.2.1 CD54

Es una glicoproteina codificada por un gen localizado en el cromosoma 19, con un
peso molecular de 80-120 kD, distribuida en los granulocitos y células del endotelio
activado (Buck CA, 1992). EI CD54, localizado en la membrana de las células endoteliales,
facilita la adhesion leucocitaria y la transmigracion celular (Timothy M y Harlan J.M,
1994).

La union a su ligando es un proceso activo que requiere de un citoesqueleto integro,
es dependiente de la temperatura y de la presencia de magnesio. A través de la unién a su
ligando, CD54 participa en gran cantidad de funciones organicas:

-. Participa en la respuesta inflamatoria permitiendo la extravasacion de los leucocitos del
torrente circulatorio, mediante su expresién en el endotelio activado del foco inflamatorio.
-. Actia como una molécula coestimuladora en la respuesta inmune, potenciando la
respuesta proliferativa del linfocito T frente al antigeno.

-. Participa en las reacciones alérgicas cutaneas tipo IV.

-. Hiperreactividad bronquial: la expresion de CD54 en la mucosa bronquial media la
adhesion de los eosindfilos a la mucosa bronquial.

-. Diseminacién tumoral (Staunton DE et al, 1989).
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-. Procesos infecciosos respiratorios y sistémicos: CD54 constituye el receptor de los
rinovirus y del plasmodium.
-. Es un ligando para CD11a.
1.2.2 CD102

Esté codificado por el cromosoma 17. Es una glicoproteina de cadena simple, con
un PM de 46 kD. Se encuentra casi de forma exclusiva en endotelio vascular, linfocitos y
monocitos y no parece estar sujeto a mecanismos importantes de regulacion (De
Fougerolles AR et al, 1991). Participa fundamentalmente en la extravasacion de los
leucocitos fuera del torrente vascular en la respuesta inflamatoria.
1.2.3 CD50

Presenta un PM de 120 kD. También es llamado ICAM-3, de la familia de las
inmunoglobulinas. Constituye el tercer ligando conocido de CD11a/CD18, cuya
distribucion queda restringido al sistema hematopoyético (neutréfilos, monocitos,
basofilos, macréfagos, células Kuffer, de Langerhans, dendriticas y endoteliales implicadas
en la angiogénesis). Actia como molécula coestimuladora en el inicio de la respuesta
inmune, aumentando la afinidad de las integrinas linfocitarias CD49d/CD29 vy
CD49e/CD29 por sus ligandos (Cordell JL et al, 1994).
1.2.4 CD106

Es una glicoproteina de membrana de 102 kD y un nucleo proteico de 81 kD,
constituida por 6 dominios “inmunoglobulin-like”. Se expresa fundamentalmente en el
endotelio vascular activado, pero también se expresa en las células foliculares dendriticas
del centro germinal. Su principal funcién es la extravasacion leucocitaria en la respuesta
inflamatoria a través de la unién a la integrina CD49d/CD29, presente en la superficie de

los leucocitos.
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1.2.5 CD56.

Molécula presente en las células del sistema nervioso y en las células NK. Su
expresion en determinadas neoplasias linfoides se asocia a procesos linfoproliferativos con
afinidad por su extension a territorios extraganglionares (sistema nervioso, gastrointestinal,
piel). Se expresa también en el carcinoma de células pequefias de pulmén vy
neuroblastomas.

1.2.6 CD31

Es una glicoproteina de 130 kD que se encuentra en células endoteliales, plaquetas
y algunos leucocitos (Stockinger H et al, 1990). EI CD31 estd expresado
constitucionalmente en las células endoteliales, en mas del 95% de los monocitos y
neutrofilos, pero solo se expresan el 50% de los linfocitos en la sangre periférica
(Stockinger H et al, 1990). Parece tener un importante papel en la adhesion leucocitaria al

endotelio y en especial en la transmigracion leucocitaria a través del mismo.

1.3 SELECTINAS

Las selectinas son una familia compuesta de tres proteinas designadas por el prefijo
E (endotelio), P (plaqueta), y L (leucocito) (Timothy M y Harlan J.M, 1994): la E-selectina
0 ELAM-1 expresada fundamentalmente en células endoteliales; la P-selectina o CD62P
presente en la superficie de plagquetas activadas, y la L-selectina o CD62L se expresa en
leucocitos.

El rasgo estructural comun de las selectinas es que son proteinas ancladas en la
membrana celular mediante una estructura comudn, formada por un fragmento
extracitoplasmico con el extremo NH2-terminal que contiene el dominio tipo lecitina, un

dominio tipo EGF (Epidermal Growth Factor), 2-9 dominios tipo CR (complement

34



regulatory), una pequefia porcion transmembranosa y un corto dominio intracitoplasmico
con el extremo COOH-terminal.

Los ligandos de las selectinas (adressinas) son estructuras ricas en acido sialico que
se encuentran formando parte de las células hematopoyéticas (en el caso de las selectinas E
y P) o bien de las células endoteliales activadas de 6rganos o tejidos inflamados (selectinas
L). Los genes que codifican la familia de las selectinas esta intimamente unido al
cromosoma 1 (g21-24) (Collins T et al, 1991)

1.3.1 CD62E.

Fue inicialmente descrito como una proteina de 155-kD de PM, inducida tras
estimulacion con interleukina-1 en un cultivo de endotelio de vena umbilical y fue
implicada en la adhesion de neutréfilos y varias lineas celulares leucocitarias (Bevilacqua
MP et al, 1987). Constituyen un receptor linfocitario de homing, es decir, es capaz de
reconocer y unirse especificamente a determinados antigenos ricos en &cido sialico
(“adresinas”) presentes en la superficie de las células endoteliales de las vénulas
postcapilares de los 6rganos linfoides, permitiendo asi la entrada de los linfocitos a dichos
Organos.

1.3.2 CD62P.

El nlcleo proteico tiene un PM de 86 kD. CD62P fue en un principio identificada en
plaquetas, siendo con posterioridad también identificada en células endoteliales (Bonfanti
R et al, 1989). CD62P es sintetizada y almacenada en granulos citoplasmicos, (en las
plaquetas en los granulos o y en las células endoteliales en los Ilamados cuerpos de
Weibel-Palade (Bonfanti R et al, 1989)). Con una activacion adecuada, CD62P es
movilizada a la membrana plasmatica externa.

1.3.3 CD62L.
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Aunque el CD62E y el CD62P-selectina estan expresadas en las células
endoteliales, CD62L se ha encontrado solo en los leucocitos, y ha sido implicada en la
adherencia del leucocito al ganglio periférico linfatico y luz endotelio-venosa (Lewisohn
DM et al, 1987) (Spertini O et al, 1991), con lo que participa en la entrada selectiva de los
linfocitos en los ganglios linfaticos, y puede modular la adhesion leucocitaria al endotelio
durante la inflamacion (Timothy M y Harlan J.M, 1994).

La concentracion plasmatica en individuo sano de la L-selectina soluble es de 1.6
ug/mL, siendo esta concentracion suficiente para inhibir parcialmente la adhesion
leucocitaria al endotelio citoquin-estimulado (Schleiffenhaum B et al, 1992).

Los estudios del CD62L en LNH han mostrado que la mayoria de los linfomas
ganglionares expresan CD62L, tanto linfomas de bajo grado como los linfomas agresivos B
y también linfomas T con localizacion primaria ganglionar, en contraste con la expresion

de la CD62L en linfomas extraganglionares que es variable (Drillenburg P et al, 2000).

1.4. FAMILIA DEL CD44

Representa a una familia de glicoproteinas codificadas en un gen del cromosoma
11. Los miembros de esta familia tienen una amplia distribucion tisular y estan implicados
en importante nimero de procesos bioldgicos, incluyendo la activacion y entrada selectiva
de los linfocitos en los ganglios linfaticos, hematopoyesis, progresion tumoral y metastasis
(Naor D et al, 1997). Estan expresados sobre todo en células epiteliales, en linfocitos
activados y linfomas agresivos. Durante la oncogenia y activacion linfocitaria, el CD44 esta
rigurosamente regulado, sugiriendo esto que desempefia un importante papel en este
proceso (Horst E et al, 1990). EI CD44 esta implicado en la linfopoyesis, y activacion,

migracion y homing linfocitario (Huet et al, 1989). En el proceso de homing el CD44
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media entre los linfocitos y la luz endotelial venosa, asi como en la extravasacion durante
la inflamacion (Sanders ME et al, 1988) (Drillenburg P 2000).

Varios estudios clinicos y experimentales sugieren un importante papel en el
comportamiento bioldgico de los LNH e indican que el CD44 representa un Gtil marcador
clinico predictivo de los resultados (Drillenburg P 2000), ya que la expresién intensa del
CD44 se asocia a estadios avanzados de la enfermedad y a una menor supervivencia
(Jalkanen S et al, 1991). En un estudio multicéntrico (Drillenburg P 1999), la expresion del
CD44 fue un fuerte factor prondstico en supervivencia global y libre de enfermedad en
pacientes con enfermedad localizada.

El CD44 presenta diversas isoformas derivadas de la insercion del producto de

determinados exones en la porcion extracelular de la molécula.

2. MOLECULAS DE ADHESION EN LOS SINDROMES

LINFOPROLIFERATIVOS CRONICOS.

2.1. LEUCEMIA LINFATICA CRONICA (LLC).
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2.1.1. Integrinas.

-CD11a/CD18 esta expresado en un porcentaje variable de LLC (Rabinowitz R et
al, 1991). Sin embargo la LLC muestra debil expresion del CD11a/CD18, si lo
comparamos con otro SLPC; y esto parece ser caracteristico de esta entidad (Csanaky G et
al, 1997; Da Silva PJM et al, 1998; Domingo A et al, 1997; Pinto A et al, 1993; Rabinowitz
R et al, 1991). Incluso algunos investigadores le atribuyen un valor pronoéstico, ya que
encuentran una baja expresion en los estadios 111 y 1V de la enfermedad comparado con
estadios precoces (Domingo A et al, 1997; Rabinowitz R et al, 1991).

-. CD11c/CD18. La expresion de esta molécula en la LLC ha sido asociada con una
mayor agresividad (De Rossi G et al, 1993) o por el contrario, con un curso indolente de la
enfermedad (Domingo A et al, 1997).

-. CD49d/CD29 es debilmente positivo en las LLC, a diferencia que en los
linfocitos normales y otros SLPC (Da Silva PIJM et al, 1998). También se ha demostrado
una correlacion entre la fuerte intensidad del CD29 y esplenomegalia. Por otra parte hay
que considerar que la fibronectina es el ligando para la CD49d/CD29 y este hallazgo esta
en relacion con la adhesividad de los linfocitos a la matriz extracelular, la cual cambia
durante la progresion de la enfermedad, dependiendo de la expresion de las MA en la

superficie de las células leucémicas.

2.1.2. Familia de las Inmunoglobulinas.

Dentro de la amplia superfamilia de las inmunoglobulinas destacan las MA
intercelulares CD54, CD102 y CD50, que actian como ligandos de CD11a/CD18 e
intervienen en la extravasacion de los leucocitos fuera del torrente circulatorio, asi como en

la interaccidn entre los linfocitos B 'y T en los foliculos linfoides.

38



- CD54 es negativo en la mayoria de los casos (menos del 30% lo expresan). Sin
embargo en pacientes con estadios de Binet B o C (Da Silva PIJM et al, 1998), con tiempo
de duplicacién linfocitario corto, los linfocitos expresan CD54 con gran intensidad. A
través de la union a su ligando, el CD54 ejerce diversas funciones, entre las que destacan la
extravasacion de los leucocitos fuera del torrente circulatorio, asi como un papel
coestimulador en la activaciéon del linfocito T. Se ha sugerido que la pérdida de esta
molécula en superficie constituiria un fendmeno de escape del sistema de
inmunovigilancia, favoreciendo la diseminacion del linfoma (Da Silva Lucio et al, 1998).
2.1.3. Selectinas.

Las células de la LLC exhiben la més alta expresion de CD62L comparadas con
otros SLPC (Csanaky G et al, 1997; De Rossi G et al, 1993; Pinto A et al, 1993; Da Silva et
al, 1998). Sin embargo no todas las LLC son positivas para la CD62L (Csanaky G et
al,1997). Esta MA ha sido asociada con una linfocitosis progresiva, sin linfoadenopatias ni
organomegalias (Angelopoulou MK et al, 1999). En todos los casos de LLC-B con
esplenomegalia dicha MA es negativa.

2.1.4. Familia de CD44.

El CD44 se encuentra ampliamente distribuido en el organismo. Se conoce también
como receptor del homing linfocitario (LHR). ElI CD44 est4 implicado en la entrada
selectiva de los linfocitos en los ganglios linfaticos, asi como en las interacciones con la
matriz extracelular a través de la union al &cido hialurénico. En la LLC se expresa de forma
uniformemente intensa, pero muchos son los estudios que han intentado asociarlo a otros
pardmetros sin encontrar ninguna relacion, excepto uno en el que se correlacioné con una

mayor supervivencia (Dogan A et al, 1997).
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2.2. TRICOLEUCEMIA (TL).

Lo caracteristico de este desorden en el inmunofenotipo de las MA es la fuerte
expresion del CD11c/CD18 (Cawley JC et al, 1992; Da Silva PJM et al, 1998), por lo que
ha sido incorporado como criterio diagnostico en el inmunofenotipo. EI CD62L vy el
CD11a/CD18 son normalmente negativos en la mayoria de los casos (Da Silva PIM et al,
1998). CD54 es casi siempre expresado con gran intensidad (Da Silva PJM et al, 1998;
Csanaky G et al, 1997) y refleja la activacidn/estadio de maduracion del clon leucémico. El
CD49d/CD29 en contraste al CD11a/CD18, se expresa con alta intensidad (Csanaky G et

al, 1997; Da Silva PJM et al, 1998).

2.3. LINFOMA LINFOPLASMOCITICO (LLP).

Los hallazgos en la expresion del CD11a/CD18 son controvertidos. Asi,
CD11a/CD18 se ha encontrado negativo (Caligaris-Cappio et al, 1989), aunque hay series
que aportan mas del 50% de casos positivos (Angelopoulou et al,1999), expresandose con
fuerte intensidad en el 78% de los casos en el estudio realizado por Angelopoulou MK et
al, (1999), implicando que esta MA puede ser usada como un posible marcador
diferenciador entre LLC-B y LLP, especialmente cuando la morfologia de los linfocitos en
sangre periférica no es concluyente. CD54 es positivo con alta intensidad, hasta en un 44%

en contraposicion a la LLC. CD44 se expresa en todos los casos.

2.4. LINFOMA B ESPLENICO DE LA ZONA MARGINAL CON LINFOCITOS

VELLOSOS (LEV).

La expresion de las MA constituyen una herramienta Util para el diagndstico

diferencial entre LEV y LLC o TL. El LEV se caracteriza por una expresion débil de
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CD62L y fuerte en CD11a, CD11c, CD18, CD54, CD44, CD49d, y CD29 (Csanaky G et al,
1997). Asi, la fuerte expresion del CD11a puede diferenciar el LEV de la TL, mientras que
la débil expresividad de la CD62L y fuerte expresion CD1la, CD49d, y CD54 puede

discriminar el LEV frente a la LLC (Angelopoulou MK et al, 1999).

2.5. LINFOMA DEL MANTO(LM).

-. CD11a/CD18 habitualmente es negativo o débilmente positivo, aunque han sido
aportados casos positivos (Angelopoulou MK et al, 1997; Pinto A et al, 1993; Horts E et al,
1991).

-. CD54. Ha sido encontrado positivo en el 50-60% de los casos (Pinto A et al,
1993; Horts E et al, 1991), incluso hasta en un 80% (Angelopoulou MK et al, 1999). Sin
embargo Terol et al 1998 encuentra que el CD54 es negativo en todos los casos,
demostrando que existe una correlacion entre ausencia o0 baja expresion de CD54 y
enfermedad diseminada, asi como una peor supervivencia.

-. CD49d/CD29. Ha sido aplicado como marcador util en el diagnéstico diferencial

entre LLC y LM, mostrando una fuerte intensidad en esta Gltima (Baldini L et al, 1992).

2.6. LINFOMA FOLICULAR (LF).

Los LF se caracterizan por la fuerte expresion del CD11a/CD18 y/o CD54 en méas
del 50% de los casos (Horts E et al, 1991; Terol et al, 1998) e incluso hasta en un 77%
(Angelopoulou MK et al, 1999), imitando al inmunofenotipo de las MA del centro
germinal normal. EI CD11a/CD18 ha sido asociado a un patron de crecimiento nodular
intraganglionar con baja tendencia a la diseminacion en el LNH de bajo grado. Asi, esta

demostrado que el LF confinado en ganglios es CD11a/CD18 positivo, mientras que en los
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leucemizados no se expresa esta MA, indicando que esta MA podria influir en el patrén de
diseminacion de esta enfermedad.

-. CD44. Se expresa en la mitad de los casos de LF (Parls et al, 1989). Ademas
parece correlacionarse con estadios I1I/IV por lo que parece estar implicado en la
diseminacion del linfoma (Horst et al, 1990).

-. CD62L. No se expresan en la secciéon de ganglios linfoides de LF, imitando el

perfil de MA de ganglios normales.

3. GENERALIDADES DE LAS PATOLOGIAS A ESTUDIO

Los SLPC con expresion leucémica constituyen un grupo de enfermedades
caracterizadas por la circulacion en sangre periférica de una clona de células linfoides
maduras no inmunocompetentes, detenidas en distintas etapas de su proceso de
diferenciacion. Ademas del aspecto morfoldégicamente maduro de las células neoplasicas,
estos sindromes tienen en comun su tendencia a invadir, no solo la médula dsea y sangre

periférica, sino tejidos de estirpe linfoide como ganglios y bazo. El diagndstico de los
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SLPC se establece tras la integracion de los datos de laboratorio y clinicos. Los datos de

laboratorio que pueden contribuir al diagndstico son:

-Citomorfologia de las células linfoides de sangre periférica.
-Fenotipo inmunoldgico mediante una bateria de anticuerpos monoclonales.
-Histopatologia de la médula 6sea y de los 6rganos linfoides afectados.

-Citogenética y biologia molecular.

Clasificacion de los SLPC de expresion leucémica (Jarke 1. 1998).
SLPC-B
Leucemias
1. Leucemia linfética crénica
2. Leucemia prolinfocitica.
3. Tricoleucemia.

4. Leucemia de células plasmaticas.

Linfomas leucemizados
1. Linfoma B esplénico de la zona marginal con linfocitos vellosos
circulantes.
2. Linfoma folicular.
3. Linfoma del manto.
4. Linfoma de células grandes.
SLPC-T

Leucemias
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1. Leucemia de linfocitos granulares y células NK.
2. Leucemia prolinfocitica.
Linfomas leucemizados
1. Leucemias-linfoma T del adulto.
2. Sindrome de Sézary.

3. Linfomas T periféricos no cutaneos.

3.1. LEUCEMIA LINFATICA CRONICA (LLQ).

La LLC es una neoplasia de linfocitos B activados. Las celulas de la LLC se
asemejan morfoldgicamente a linfocitos pequefios maduros de la sangre periférica,
acumulandose en la médula Osea, sangre periférica, ganglios linfaticos y el bazo, en
grandes cantidades.

Actualmente conocemos su origen monoclonal y su procedencia de los centros
germinales normales, donde estos linfocitos sufren una detencion en un estadio intermedio
de diferenciacién. La mayoria de las células se hallan es la fase GO del ciclo celular, lo que
corrobora el clasico concepto expuesto por Galton DAG en 1966 de que la LLC es méas una
enfermedad linfoacumulativa que linfoproliferativa, en la que existe un bloqueo de la
apoptosis (Kipps TJ 1997).

3.1.1. Clinica y hallazgos de laboratorio.

La LLC es la leucemia mas frecuente del adulto en los paises occidentales,
representando alrededor del 30% de todas las leucemias. La edad media de los pacientes al
diagndstico es de 65 afios, con menos del 15% por debajo de 50 afios, y suele ser mas
frecuente en los varones (1,5:1), segun se demostré en el primer ensayo del Medical

Research Council (Catovsky D 1989).
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Los sintomas mas frecuentes son adenopatias generalizadas, astenia y pérdida de
peso. No es infrecuente una historia previa de infecciones recurrentes, causadas por la
hipogammaglobulinemia que suelen presentar estos enfermos.

El 70% de los pacientes son diagnosticados a raiz de una analitica de rutina con una
linfocitosis absoluta que varfa de 5 a 500 x 10%I, pero en la mayoria de los casos es
superior a 20 x 10%I. En el 20% de los pacientes se halla anemia o plaquetopenia. Un 10-
25% de los casos desarrollan anemia hemolitica autoinmune que en ocasiones se pone de
manifiesto al iniciar el tratamiento. La plaquetopenia autoinmune es poco frecuente (2%), y
la aplasia pura de la serie roja y neutropenia autoinmune son todavia mas raras.

Morfologia.

e Sangre periférica: se distingue la variante clésica o tipica constituyendo 1/3 del total de

LLC-B (Woessner S 2000), representando 2/3 las atipicas, dentro de las cuales se

incluyen la LLC/LP y la mixta (Figura A).

Extension de medula dsea: para establecer el diagndstico se exige una infiltracion superior

al 30% evaluada en una muestra hipercelular o en las zonas de grumo aplastado.

Biopsia de médula 0sea: se reconoce cuatro patrones histolégicos (Rozman C et al, 1997):

a) Forma intersticial, en la que la infiltracion linfocitaria respeta la arquitectura

medular normal, entremezclandose con la celularidad hematopoyética (Fig. C izq.).

b) Forma nodular, en la que existen formaciones redondeadas compuestas por

linfocitos pequefios y de tamario superior al de un foliculo normal (Fig. B izq.).

c) Forma difusa, existe una infiltracion linfocitaria masiva (Fig. C dech).
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d) Tipo mixto, que se asocian caracteristicas morfologicas tipicas de la intersticial y

la nodular (Fig B dech).

Fig A: LLC-B, frotis de sangre periférica mostrando linfocitos de contorno nuclear redondo con
cromatina cuarteada en algunos elementos. Se observan sombras de Gumprecht.

Fig B: LLC-B, biopsia de médula 6sea mostrando patron de infiltracion nodular (izg) y patrén mixto
(nodular + intersticial)(dech).

Fig. C: LLC-B, biopsia de médula 6sea mostrando patrén de infiltracion intersticial (izq) y difuso (dech).
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En general el patron es intersticial y en menos del 10% nodular, siendo ambos
propios de las fases iniciales, y el mixto y difuso de los estadios avanzados.
3.1.2. Inmunofenotipo.

Los linfocitos expresan antigenos de la linea B (CD19, CD20, CD24, CD37, CD21),
siendo también el CD23 positivo en la mayoria de los casos. EI CD 23, es un receptor de
baja afinidad para Ig E y es raro en otras neoplasias B (Matutes E et al, 1994). El CD22,
CD35, CD79b o el FMC7 (antigenos solo expresados en los linfocitos B) suelen ser
negativos en la LLC, aunque son positivos en otros tipos de neoplasias de estirpe B, lo que
sirve para su diagnostico diferencial. Particularmente importante es el FMC7, siendo muy
positivo en la LP y en la leucemia de células peludas, y su positividad en la LLC se asocia a
un mal prondéstico (Catovsky D et al., 1987). Especial interés merece el CD5, ya que a
pesar de ser un antigeno de la linea T, es positivo en mas del 80% de las LLC-B (Geisler
CHetal, 1991).

Aproximadamente el 80% de los linfocitos LLC-B expresan en su membrana
inmunoglobulinas de superficie, por lo que se consideran de estirpe B. Los linfocitos
leucémicos gque expresan inmunoglobulinas de superficie expresan s6lo una cadena ligera k
0 A, fundamentando su clonalidad.

Matutes y sus colaboradores (1994) han propuesto un sistema de valoracion objetiva
para el diagnostico de los SLPC (véase Tabla 1). Se trata de un sistema de puntuacion
segun las caracteristicas inmunofenotipicas mas frecuentemente observadas en la LLC
tipica. La puntuacién varia desde un maximo de 5 a un minimo de 0. Asi se diagnosticaran
como LLC tipicas aquellos SLPC con puntuacion de 4 6 5, siendo etiquetados como otros
SLPC no LLC los de puntuacion menor de 3. Queda un grupo dudoso, que representa

menos del 15%, con puntuacion de 3.
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Tabla 1: Sistema para el diagnostico de la LLC o SCORE (Matutes E et al, 1994).

Marcador de membrana 1 punto 0 puntos

Smlg Ligero Moderado/Fuerte
CD5 Positivo Negativo

CD23 Positivo Negativo

CD22 Ligero/Negativo Moderado/Fuerte
FMC7 Negativo Positivo

Posteriormente el sistema se ha modificado sustituyendo el CD22 por CD79b, lo
cual incrementa el potencial para distinguir la LLC de otros SLPC (Moreau E et al., 1997).
La maxima puntuacion corresponde a un fenotipo caracteristico de LLC (5/5) y la minima
(0/5) al fenotipo de la TL. Tanto la LLC como otros linfomas pueden tener fenotipos
diferentes, con score entre 5y 0. (Domingo A 1999).
3.1.3 Evolucioén.

Indolente. Se define como aquella LLC con Hb > 13 g/dl, recuento linfocitario < 30
x 10%/L, tiempo de duplicacién linfocitario > 12 meses, infiltracién linfocitaria no difusa en
médula 0sea, estadio A de Binet (Monserrat E, Rozman C 1993).

Transformacién. EI 3-10% de los pacientes presentan transformacion a un linfoma

de células grandes (sindrome de Richter). El pronostico es muy desfavorable, con una
media de supervivencia menor a 6 meses (Robertson LE et al, 1993; Rozman C et al, 1995).

Otro tipo de transformacién es hacia LP. La LLC/LP tienen peor pronéstico que la
LLC clésica (Oscier DG et al, 1997).

Segundas neoplasias. Los enfermos con LLC tienen un riesgo por encima del 28%

gue la poblacién general de presentar segundas neoplasias, que con mayor frecuencia
afectan a piel, pulmon y aparato gastrointestinal (Travis LB et al, 1992).

3.1.4. Tratamiento.
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La evolucion es indolente en la mayoria de los pacientes en estadios iniciales, cuyo
tratamiento se pospondré hasta la aparicién de signos de progresion, momento en el que la
administracion de un tratamiento de caracter paliativo puede ser aceptable (Cheson B et al,
1996). En lineas generales y de acuerdo con las directrices propuestas por el grupo
britanico para el estudio de LLC (NCI/WG), el tratamiento esta indicado en pacientes en
estadio B o C y A con evidencia de progresion (Zwiebel et al,1998).

3.1.5. Factores prondsticos.

La LLC es una enfermedad biolégicamente heterogénea, con un curso clinico
variable. Con frecuencia presenta una historia natural indolente que varia de pocos afios a
décadas.

La introduccién de opciones terapéuticas mas efectivas, como los analogos de
purinas o el trasplante de progenitores hematopoyéticos, ha estimulado a los investigadores
a tratar de perfilar los factores pronésticos. Actualmente, se consideran como factores
prondsticos con impacto en la supervivencia los que se enumeran en la tabla 2,
dividiéndose en factores clasicos, cuyo valor se halla plenamente establecido y factores
nuevos, el interés de los cuales debiera de confirmarse con mas estudios (Hallek M et al,
1997), siendo la morfologia atipica un factor de pronéstico adverso (Oscier DG et al,

1997).

Tabla 2: Factores pronosticos (Monserrat E 2001).

PARAMETRO BUEN PRONOSTICO MAL PRONOSTICO
(supervivencia) (>10 afios) (<10 afios)

Factores clasicos

Estadio Binet A; Rai 0 Binet B-C; Rai I-1V
Biopsia médula dsea Patrén no difuso Patron difuso
Infiltracion médula (% linfo) <80 % >80 %
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Cifra de leucocitos
Morfologia linfocitaria

Tiempo duplicacion linfo

Factores nuevos

Baja (<50.000/dI)
<10 % células atipicas
Largo (>12 meses)

Alta (>50.000/dI)
>10 % células atipicas
Corto (<12 meses)

B-2-microglobulina Normal Elevada

CD23 serico Normal Elevada
Timidin-quinasa Normal Elevada
Citogenetica del (13q) aislada del(11q), del(17p)
Expresion CD38 <30% >30%
Mutaciones IgVH si No

Linfo: linfocitos

Para la estratificacion clinica de la LLC se han propuesto dos sistemas de estadiaje:
el de Rai (Rai KR, et al 1975) (Tabla 5) y el de Binet (Binet JL et al 1981) (Tabla 6) y en el
resto de SLPC no LLC utilizamos el sistema de estadios de Ann Arbor (Tabla 7), descritos
en anexo 1.

De los parametros nuevos, los méas importantes son la citogenética y la tasa serica de
2-microglobulina. Las mutaciones de los genes IgVH, aunque identifican distintas formas
evolutivas de la LLC, no son faciles de estudiar, limitando su aplicacion clinica. Si que
parece que la expresion de CD38 posee valor pronéstico por si misma.

3.2. TRICOLEUCEMIA (TL).

La TL se trata de una proliferacion clonal de linfocitos B tardios, post-foliculares,
con baja actividad proliferativa a pesar de presentar un fenotipo activado.
3.2.1. Clinica y datos de laboratorio.

La TL, o leucemia de células peludas, es un desorden linfoproliferativo poco
frecuente (2-4% de todas las leucemias) (Jarque | 1998), descrito por Bouroncle (1958). La
presentacion clasica de un paciente con TL es varén de edad media, con esplenomegalia

(presente en el 80% de los pacientes)(Flandin et al, 1984), pancitopenia en el 50% de los
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casos y tricoleucocitos circulantes. La cifra de leucocitos es inferior a 3 x 10%I en la mitad
de los pacientes; valores superiores son poco frecuentes en la TL tipica, siendo la
neutropenia constante y la monocitopenia un hallazgo analitico importante.

Los pacientes con TL son mas susceptibles que la poblacion normal a las
infecciones por bacterias gram-positivas (p.e: Listeria)(Guerin JM et al, 1987), gram-
negativas (p.e: Legionella) (Cordonnier C et al, 1984), micobacterias atipicas, infecciones
fangicas y toxoplasma (Knecht et al, 1986).

Morfologia:

Sangre periférica. Se detecta una proporcion variable de tricoleucocitos, que son

células linfoides de mediano y gran tamafio, con nicleo de posicién algo excéntrica y de
contorno redondo, ovoide e indentado, pudiendo presentar un pequefio nucleolo. De
citoplasma amplio y claro, presentan largas y numerosas proyecciones a modo de pelos
(Woessner S, et al 2000).

Aspirado de médula 6sea. Es a menudo seco, pudiendo ser explicado por la intensa

fibrosis que suele existir, producido por la sintesis de fibronectina por los tricoleucocitos
(Bartl R et al, 1983). En el caso de ser exitoso el aspirado de médula 6sea, la morfologia de
los tricoleucocitos es similar a la visualizada en sangre periférica.

Biopsia de la médula ésea. Es fundamental en el diagnostico de la TL por la

apariencia histopatolédgica (Burke JS et al, 1978). Suele ser una médula ésea hipercelular,
con infiltracién difusa o focal por células linfoides de citoplasma abundante y rodeadas de
un halo claro caracteristico (patron en huevo frito).

La infiltracion esplénica se caracteriza por la infiltracion difusa de los sinusoides y

cordones de la pulpa roja por una poblacion linfoide de células de citoplasma claro, con
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atrofia o sustitucion de la pulpa blanca, al contrario que en los demas SLPC (Cawley JC et
al, 1980).
3.2.2. Inmunofenotipo:

Los tricoleucocitos expresan un fenotipo de célula B madura, con intensa expresion
de inmunoglobulinas de superficie, positividad de FMC7 y CD22 y negatividad de CD5
(Robbins BA et al, 1993) y CD23. ElI marcador tipico de TL, aunque no especifico, es
CD103, el cual tiene una alta sensibilidad para ser utilizado como marcador de la TL
(Moller P et al, 1990). También hay fuerte expresion del CD11c, CD25 y el receptor de la
interleukina-2 (Robbins BA et al, 1993) (Mdller P et al, 1990).

3.2.3. Diagnostico diferencial.

El rasgo citoquimico mas caracteristico, considerado como un auténtico marcador
de estas células, es una intensisima positividad de fosfatasa acida, y se expresa la actividad
enzimatica en forma de un precipitado granular rojizo sobre un fondo difuso (Yam LT et al,
1971). En la mayoria de los tricoleucocitos esta positividad es tartrato resistente.

El diagndstico diferencial de la TL debe realizarse con la LLC en su forma
esplenomegélica, a diferencia de los linfocitos de la LLC, las células en la TL expresan
inmunoglobulinas de membrana con elevada intensidad, asi como el CD22 y FMC7,
mientras que son negativas para el CD5 y CD23 (Matutes E, 1999)(Burke JS et al, 1984).
El diagnostico diferencial entre TL, LP y LEV lo realizaremos utilizando 4 anticuerpos
monoclonales (CD11c, CD25, HC2, CD103) debiendo ser positivos al menos 3 de estos 4
anticuerpos en la TL tipica, en tanto que las otras 2 entidades no presentan mas de 2
marcadores (Matutes E et al, 1994).

3.2.4. Tratamiento.
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La TL suele tener un curso indolente, no precisando tratamiento tras meses o afios
de haber sido diagnosticada. El tratamiento esta indicado cuando el paciente muestra una
citopenia significativa; organomegalias sintomaticas o adenopatias; infecciones o sintomas
constitucionales tales como fiebre, sudoracion nocturna o fatiga (Tallman MS et al, 2000).
El tratamiento de eleccion de la TL son los anadlogos de las purinas, desoxicoformicina
(DFC, pentostatina) y clorodesoxiadenosina (2-CDA, cladribina), obteniéndose mejores
resultados que con interferon alfa (Grever M et al, 1995; Hoffman MA et al, 1997).
Asimismo, la esplenectomia sigue teniendo un cierto papel en el tratamiento de la TL,
especialmente en los casos con gran esplenomegalia, ya que permite reducir la masa

tumoral y las citopenias, pudiendo facilitar el tratamiento sistémico (Matutes E 1999).

3.2.5. Tricoleucemia variante.

La tricoleucemia variante (TL-V) es una forma intermedia entre la TL y la LP B,
cuyas células muestran caracteristicas de tricoleucocito como el citoplasma velloso
abundante y de prolinfocito como el nucleo redondo con nucleolo prominente. Afecta a
varones de edad avanzada y se caracteriza por esplenomegalia marcada sin adenopatias y
recuentos leucocitarios elevados sin monocitopenia. En cuanto al inmunofenotipo, en la
mayoria de casos son CD11c+ y la mitad de los mismos expresan el CD103, siendo de
forma constante negativas para el CD25 y HC2, anticuerpos monoclonales que son
positivos practicamente en todos los casos de TL tipica. La histologia medular y esplénica
es similar a la de la TL (Sainati et al, 1990).

El diagndstico diferencial de la TL-V debe realizarse con la LP B.
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En la actualidad no se dispone de un tratamiento eficaz para la TL-V, dado que los
pacientes presentan resistencia al interferén alfa y la mitad de los mismos no responden a
los analogos de las purinas, y en aquellos en los que se documenta respuesta, ésta es
parcial, siendo la esplenectomia la primera medida terapéutica, mejorando

considerablemente las citopenias.

3.3. LINFOMA LINFOPLASMOCITICO (LLP).

Es un LNH que se origina a partir de un linfocito B post-folicular y previo a la etapa
de célula plasmatica. En funcién de que exista en suero una banda monoclonal de tipo M o
celulas proliferantes, se hace sinénimo de macroglobulinemia de Waldenstrom o LLP

respectivamente.

3.3.1 Clinica y hallazgos de laboratorio.

La expresion hemoperiférica de este tipo de linfoma es poco frecuente, aunque en
ocasiones se llega hasta entre un 30% y un 50% de células patoldgicas circulantes.
Mientras que en el LLP so6lo presenta una uUnica célula proliferante, que exhibe
caracteristicas intermedias entre linfocitos y células plasmaticas, en el caso de proliferar
linfocitos y células plasmaéticas, se etiqueta al proceso de LLP (Woessner S 2000). En el
suero se objetiva un componente monoclonal en una tercera parte de estos linfomas v,
esporadicamente, una banda biclonal (D"Angelo G et al, 1994).

Morfologia:

Las células monoclonales tienen un ndcleo de cromatina bastante condensada, con

escasa capacidad mitética, y pueden contener cuerpos de Dutcher (inclusiones

intranucleares de inmunoglobulinas, PAS positivas). El perfil citoplasmico no presenta
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vellosidades (Woessner S 2000). El patrén de crecimiento es difuso y a menudo
interfolicular.
3.3.2 Inmunofenotipo.

La célula neoplasica muestra Ig de superficie y marcadores pan-B, pero lo mas
caracteristico es la presencia de lg intracitoplasmaticas, generalmente de tipo Ig M. EI CD5
y CD23 son negativos, pero si predominan las caracteristicas linfoplasmocitoides pueden
ser CD5 positivo hasta en un 80% de los casos (Besses C et al , 1994). Suelen ser FMC7 y
CD22 positivos de forma intensa, y asimismo, pueden expresar CD38, CD138 y otros
marcadores de linea plasmocelular.

3.3.3 Diagndstico diferencial.

La presencia de cuerpos de Dutcher en el ndcleo ayudan al diagnéstico diferencial
con la LLC atipica con células linfoplasmocitoides, ya que los cuerpos de Dutcher estan
siempre ausentes en esta ultima entidad. Deberemos realizar diagnostico diferencial con la
LLC atipica y el LEV en los que se detecte una banda monoclonal. También el
inmunofenotipo juega un importante papel en el diagnostico diferencial de estas patologias.
3.3.4 Tratamiento.

La remision, rara vez completa y en general de poca duracién, se consigue en
alrededor de la mitad de los pacientes con clorambucilo combinado con prednisona y

vincristina y méas recientemente con la cladribina.

3.4. LINFOMA B ESPLENICO DE LA ZONA MARGINAL CON LINFOCITOS

VELLOSOS CIRCULANTES (LEV).

El LEV es una entidad linfoproliferativa ya definida por Melo JV et al en 1987, en

realidad, lo que se reconoce como entidad es el linfoma esplénico de zona marginal,
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considerandose la presencia de linfocitos vellosos como algo independiente del
diagnéstico, ya que dichos linfocitos pueden aparecer en otras entidades también, como
LM. Ademas, en estos momentos se esta discutiendo si realmente el origen el linfocito de
zona marginal, pensando incluso algunos autores que puede originarse en el linfocito del
manto, sin ser un LM (Campo E et al, 2002).

3.4.1. Clinica y hallazgos de laboratorio.

La mayoria de los pacientes son mayores de 50 afios, con sintomas inespecificos
relacionados a una moderada anemia, suele cursar con una esplenomegalia de tamafo
variable y ausencia de adenopatias. La linfocitosis varfan entre 10 y 40 x10%I con una
media de 25 x10%I (Catovsky D et al, 1999).

El LEV se acompafia de leucemizacion en dos terceras partes de los pacientes
(Woessner S et al, 2000), observandose unos linfocitos que ofrecen un aspecto velloso.

Morfologia:

En sangre periférica. Los linfocitos son de tamafio celular superior al de un linfocito

normal, pero inferior al del tricoleucocito. El nlcleo presenta una cromatina condensada
con contorno redondeado u oval, sin nucleolo visible, y con tendencia a la excentricidad. El
citoplasma es menos abundante y bastante mas basofilo que el tricoleucocito,
caracteristicas ambas importantes a la hora del diagnéstico diferencial. Las prolongaciones
vellosas son cortas, con una base de implantacién estrecha y con frecuencia adoptan una
disposicion bipolar, o bien en un solo polo.

En médula 6sea se observan regueros de linfocitos con prolongaciones vellosas en

el interior de los sinusoides, Util para el diagndstico diferencial con la infiltracion por TL

(Labouyrie E et al, 1997). Pueden aparecer también agregados nodulares centrales de

56



linfocitos pequefios, parecidos a los LF, o bien presentar una infiltracion intersticial. La
fibrosis reticulinica es focal y poco evidente.

En los linfocitos vellosos medulares, la fosfatasa acida muestra intensa positividad
difusa pero, a diferencia de la TL, es tartrato sensible.

Morfologia del bazo. Muestra expansién de la pulpa blanca, preferentemente de la

zona marginal, con centros germinales atréficos o hiperplasicos, y una infiltracion variable
de la pulpa roja. Es frecuente observar la presencia de células de mayor tamafo, con halo
citoplasmico claro, en la periferia de la pulpa blanca, lo cual se aprecia como una zona o
franja clara que se designa fendbmeno de marginacién (Isaacson et al, 1994). Hay
generalmente un fuerte acompafiamiento de células plasmaticas.
3.4.2. Inmunofenotipo.

El inmunofenotipo de las células neoplasicas presentan marcadores Pan B (CD19,
CD20, CD22, CD24 y CD79b) (Matutes E et al, 1994), expresan intensamente
inmunoglobulinas de superficie, y son CD5-, CD23-, CD79b+ y FMC7+, pudiendo ser
CD5+ o CD23+ hasta en un 20-30% de los casos, pudiendo confundirse con la TL, por lo
que usaremos un panel que incluya CD25, HC2, CD103 y CD11c, siendo CD11c+ en al
50%, CD25+ y CD103+ hasta en un 25% y rara vez HC2+ (Matutes et al, 1994).
3.4.3. Diagnostico diferencial

Debe realizarse con la LLC, TL y con otros linfomas leucemizados, especialmente
con el LLP, con el LM, y con los raros casos de linfomas ganglionares B monocitoides
leucemizados.

El estudio inmunofenotipico es muy Util, siendo otra caracteristica diferencial el
patrén de infiltracion medular intrasinusoidal con fibrosis escasa y localizada en el LEV y

difuso con fibrosis difusa y marcada en la TL, asi como la infiltracion del bazo con
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predominio en pulpa roja con patrén difuso de la TL y de la pulpa blanca de forma nodular
en el LEV (Isaacson PG et al, 1994).
3.4.4. Tratamiento.

El curso clinico es cronico y solapado en la mayoria de los pacientes con una
supervivencia del 75%-80% a los 5 afios. Algunos pacientes no requieren tratamiento. La
esplenectomia es el tratamiento de eleccion. En caso de progresién la fludarabina es el

tratamiento indicado, ya que solo el 20% de los LEV responden a agentes alquilantes.

3.5. LINFOMA DEL MANTO (LM).

El origen de este linfoma es la zona del manto folicular; este tipo de linfoma parte
de una célula virgen localizada en los foliculos primarios o en la zona del manto de los
foliculos secundario (Woessner S et al, 2000).

3.5.1. Clinica y datos de laboratorio.

El LM representa entre el 5%-10% de los LNH (Woessner S, et al 2000), predomina
en varones de edad avanzada (50-70 afios) y en el 30% de los casos presentan sintomas B
(Armitage JO et al, 1998). En un 12% de los casos desarrolla infiltracion del sistema
nervioso central durante el curso de la enfermedad (Bosch F et al, 1998)(Monserrat E et al,
1996). Suele expresarse como estadios clinicos avanzados hasta en un 80% (I11 y 1V), con
una médula 6sea infiltrada en aproximadamente el 70% de los casos y expresion en sangre
periférica en el 35% de los mismos (Woessner S et al, 2000), al diagnostico o durante su

evolucion.
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En cuanto a los diferentes patrones histoldgicos segun la clasificacion del M.D.
Anderson: se distinguen: variante zona, nodular, difusa y blastoide (Garcia-Conde J et al,
1996). La variante zona (25%) representa la forma de mejor prondstico y tiene un curso
indolente, una buena respuesta a la quimioterapia convencional, y una supervivencia
prolongada (Majlis A et al, 1997), caracterizdndose porque las células del manto proliferan
y oprimen los foliculos que aparecen en ocasiones atréficos (Bookman MA et al, 1990). La
variante nodular (13%) presenta un crecimiento tanto centripeto como centrifugo de las
células del manto, formando nédulos que borran el centro germinal. La variante difusa
(60%) constituye la forma clasica mas frecuente y en ella las células de pequefio tamafio o
medio con nucleo hendido e irregular, cromatina dispersa y citoplasma escaso. La variante
blastoide es una variante mas agresiva con una supervivencia media inferior a los 18
meses, cuyos linfocitos son de mayor tamafio y mas atipicos, por lo que deben distinguirse
del linfoma linfoblastico.

Las extensiones medulares muestran infiltracion por células neoplasicas, que
habitualmente son mas grandes que los linfocitos pequefios, con nucleo de contorno
irregular, ligeramente hendido (en boca de pez), patron cromatinico menos condensado,
nucleolo evidente, escaso citoplasma y un indice mitético variable.

3.5.2. Inmunofenotipo.

Las células neoplésicas del LM presentan positividad para marcadores pan-B:
CD19, CD20, CD22, HDL-DR, coexpresan el marcador pan-T CD5 y no suelen expresar el
CD23, este ultimo muy util en la distincion con la LLC (Weisenburger D et al, 1996), ni
CD10. Otros marcadores B como el FMC-7 que detecta linfocitos B en estadio mas maduro
y el CD79b son positivos con intensidad media (Domingo-Claros A et al, 2000).

3.5.3. Diagnostico diferencial.
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El diagndstico diferencial se realizara con LLC, LF, LEV, utilizando estudio
morfologico e inmunofenotipico (ver tabla 8 anexol).
3.5.4 Tratamiento.

Los tratamientos que contienen platino o fludarabina también han sido
decepcionantes (Coiffier B 1998). Recientemente el régimen hiper-CVAD se ha utilizado
como tratamiento del LM seguido de trasplante de médula 6sea autdlogo o alogénico,
induciendo rangos de respuestas de buena duracion (Khouri IF et al, 1998). Actualmente en
pacientes mayores de 65 afos, existen estudios de terapia alternante con Hyper-CVAD y
metotrexate/ara-C con un 68% de respuestas completas, con un seguimiento de 17 meses

(Romaguera JE et al, 2000).

3.6. LINFOMA FOLICULAR (LF).

Es una neoplasia derivada de los linfocitos B del centro germinal del foliculo
linfoide que presentan un patron de crecimiento folicular, pudiendo existir en el ganglio
areas difusas con esclerosis. En funcion del area del foliculo ocupado por las células
grandes o centroblastos la clasificacion de la OMS (Organizacion Mundial de la Salud)
recomienda su clasificacion en dos grados: grado | cuando los centroblastos constituyen
menos del 50% del foliculo y grado Il cuando éstos ocupan mas del 50% del area folicular.
3.6.1. Clinica y datos de laboratorio.

El LF es una enfermedad con un pico de incidencia en la 5 y 6% década de la vida,
dandose de forma excepcional en adolescentes y adultos jovenes, teniendo una misma
prevalencia en hombres que en mujeres.

La presentacion clinica es normalmente ganglionar, y la infiltracion medular esta

presente en la mayoria de los pacientes al diagnostico. La expresion leucémica de los LF es
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muy frecuente (60-80%), pudiendo estar presente también al diagndstico (Bain BJ et al,
1995).

Aunque tienen un curso clinico indolente se consideran incurables, con una media
de supervivencia de 8-10 afios (Gallagher CJ et al, 1986), y una tasa de recaidas del 10-

15% al afio (Horning SJ 1993). La media de duracion de la respuesta es de 3-4 afios.

Hasta un 60% de los LF llegan a transformarse con el tiempo en un linfoma de
células grandes, que suele estar asociado a los genes p53 y pl6, transforméandose con
menor frecuencia en linfoma Burkitt-like, LLA o un linfoma anaplasico CD30+ (Stein H et
al, 1992).

Morfologia:

La biopsia ganglionar muestra un patron de infiltracion nodular principalmente, con

foliculos grandes que contienen dos tipos de células linfoides B: unas de nucleo hendido y
otras de nucleo no hendido, pudiendo ser ambas de pequefio y gran tamafio (Woessner S et
al, 2000).

La biopsia médula 6sea estd infiltrada en un 50-60% de los pacientes con LF,

predominando el patron focal o nodular de disposicién paratrabecular.
3.6.2. Inmunofenotipo.

Los LF muestran una intensa expresion de inmunoglobulinas de superficie,
principalmente Ig M o Ig D, a diferencia de las células de la LLC con cadenas ligeras
Kappa. Expresan también antigenos del sistema HLA-DR y antigenos de diferenciacion
linfoide B (CD19, CD20, CD21, CD22 y CD79b). No expresan CD5, CD43, ni CD11lcy
ocasionalmente pueden ser positivos para el CD23. Los centroblastos expresan CD10. La

positividad para la proteina BCL-2 es de gran utilidad para la diferenciacion de los
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foliculos neoplasicos de los hiperplasicos que no la expresan, pero no es util en la
diferenciacién con otros tipos de linfomas de bajo grado, algunos de los cuales también

expresan la proteina. (Ngan B et al, 1988).

3.6.3. Diagnostico diferencial.

Existen entidades capaces de mostrar patrén folicular asemejandose al LF:
eEnfermedad de Hodgkin de tipo predominio linfocitico, con nédulos de mayor tamafio,
contenido celular variado, poblacion B policlonal reactiva y presencia de células LH.
Clinicamente el paciente presenta enfermedad cervical localizada.
oL LC/linfoma linfocitico de células pequefias con pseudopatron nodular, que muestran
prolinfocitos e inmunoblastos con nucleolo prominente, ausencia de patron reticulinico o de
células dendriticas foliculares en los centros de proliferacion y un inmunofenotipo con
positividad de CD5, CD23 y CD43 de los linfocitos que rodean a los centros de
proliferacion, que no se ve en el LF.
eLinfoma B monocitoide, linfomas del manto nodular o linfoma de la zona marginal de
origen extranodal que pueden presentar un crecimiento nodular por colonizacion de centros
germinales reactivos, por lo que en ambos casos el inmunofenotipo y la morfologia ayudara
a la correcta identificacion del linfoma (Alvaro T 1999).

3.6.4. Tratamiento.

El tratamiento del LF va, desde utilizar monoquimioterapia de forma paliativa, hasta
terapia de primera linea con altas dosis de quimioterapia, seguida de trasplante autélogo de
rescate. Otra estrategia de tratamiento es la que utilizan fludarabina sola o combinada con

mitoxantrone, idarrubicina y ciclofosfamida, que ha mostrado rangos de respuestas
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superiores a los regimenes que utilizan monoterapia con fludarabina (Zinzani PL et al,
2000). También en pacientes con baja masa tumoral se ha demostrado la eficacia y buena

tolerancia del tratamiento con anticuerpo monoclonal anti-CD20 (Solal-Celigny P 2001).

4. CITOMETRIA DE FLUJO.

La citometria de flujo es, basicamente, un método analitico que permite la medida de
emision de fluorescencia y dispersion de luz, inducidas por la iluminacion apropiada de células
0 particulas microscopicas, a medida que desfilan, de una en una y arrastradas por un flujo
portador, frente a un sistema de deteccion. En algunos sistemas, ademas, las células o
particulas pueden ser separadas fisicamente, de acuerdo a las propiedades exhibidas.

La citometria de flujo aprovecha el desarrollo de un amplio nimero de moléculas
fluorescentes, que se unen especificamente a moléculas celulares, se acumulan selectivamente
en compartimentos celulares o que modifican sus propiedades a través de reacciones
bioquimicas especificas. De esta forma, la citometria de flujo permite detectar y cuantificar
estructuras y funciones de células individuales o particulas bioldgicas aisladas, a elevada
velocidad y siguiendo una aproximacion multiparamétrica. Estas caracteristicas la convierten
en una técnica especialmente valiosa para caracterizar poblaciones celulares heterogéneas a
través de un amplio rango de propiedades biol6gicas.

Debido al creciente nimero de parametros bioldgicos analizables y al desarrollo de
citometros de coste accesible, dotados de sistemas informéticos, a la vez de uso relativamente
sencillo y de alta capacidad operativa; la citometria de flujo tiene en la actualidad un amplio

abanico de aplicaciones en muchos campos basicos y clinicos, donde se requiera identificar
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células o particulas bioldgicas, caracterizar sus propiedades y respuestas funcionales y, en
algunos casos, separarlas fisicamente.

La citometria aporta a la hematologia un método objetivo y reproducible para el
diagndstico y el control terapéutico de hemopatias malignas, basandose en la identificacion
y caracterizacion de clonas celulares anormales de varias lineas hematopoyéticas, siendo el
valor diagndstico del inmunofenotipo de médula dsea o sangre periférica establecido para las
siguientes hemopatias malignas fundamentalmente:

-. Leucemias agudas (linfoblasticas/mieloblasticas).

-. Crisis blastica en sindromes mieloproliferativos cronicos o transformacion leucémica de
sindromes mielodisplasicos.

-. SLPC (T, By NK).

-. Asi como estudio de enfermedad minima residual y estudio del ciclo celular.

4.1. CARACTERISTICAS DE LOS ANTICUERPOS UTILIZADOS EN EL

DIAGNOSTICO.

CD2-. Esté presente hasta en el 95% de linfocitos T y en las células NK, pero no en

los linfocitos B.
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CD3-. Este anticuerpo es un marcador pan-T presente en la membrana de células T
normales y su antigeno se encuentra en la mayoria de células T neoplésicas (Jones M et al,
1993).

CD4-. Es un monoclonal util en la deteccion de los linfocitos T helper, cuyo
antigeno esta presente también en monocitos y células mieloides inmaduras (Rothe G et al,
1996).

CD5-. Se expresa en el 95% de los linfocitos T periféricos. También se encuentra en
los LM, en las LLC-B y en una pequefia subpoblacién de linfocitos B normales. El ligando
para el CD5 es el CD72 (Erber WN et al, 1986).

CD8-. Es un marcador para linfocitos T citotoxicos y supresores normales y
neopléasicos.

CD10-. Presente en células linfoides de leucemia linfoblastica aguda tipo comdn y
ausente en otras leucemias agudas, aunque esta presente en una pequefia poblacién de la
médula dsea normal; también podemos observarlo en otros tejidos, como el epitelio renal,
higado, granulocitos, fibroblastos y sistema nervioso. Se expresa también en los linfocitos
del centrofoliculo asi como en los LF, derivados de ellos. (Greaves MF et al, 1983).

CD19-. Este anticuerpo es un marcador pan-B, cuyo antigeno es el mas amplio
expresado en el estadio pre-B del proceso de maduracion de linfocitos B, y manteniéndose
su expresion hasta la etapa de célula madura (De Rie MA et al, 1989) (Uckun FM et al,
1988).

CD20-. Su antigeno esta expresado en los todos los linfocitos B desde la sangre
periférica hasta ganglios, bazo, amigdalas y médula 6sea, pero no se expresa en las células

plasmaticas. Estd implicado en la regulacion de la activacion de los linfocitos-B. Un
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pequefio subgrupo de linfocitos T circulantes normales presentan baja expresion de CD20
(Uckun FM et al, 1988).

CD22-. Se expresa en la superficie de los linfocitos B normales y neoplasicos en
sangre periférica, asi como en tejido linfoide. EI CD22 participa en la activacion de
linfocitos B y también en la adhesion molecular. (Campana D et al, 1985).

CD23-. Se expresa principalmente en linfocitos-B maduros, células B de la zona del
manto y células denditricas, pero no en las células de proliferacion en el centro germinal. El
CD23 también es detectado en monocitos y eosindfilos. La expresion en linfocitos T es
controvertida (Sarfati M, 1997).

CD24-. El anticuerpo reconoce células B, desde estadios pre-B a estadios B
maduros. Ademas reconoce la mayoria de las células de la serie granulocitica en médula.
Su antigeno no se expresa en linfocitos T ni en monocitos, pero si lo hace en neutrofilos. El
anticuerpo se utiliza para estudiar células B en sangre periférica y es til en la clasificacion
de leucemias (Kersey J et al, 1982) (Perri RT et al, 1983).

CD25-. Su antigeno se expresa en linfocitos T, B y en macréfagos activados,
estando ausentes en los timocitos y restos de células B, T y NK. El anticuerpo se utiliza
como marcador de leucemias de estirpe T, rechazo agudo de trasplante renal y algunas
enfermedades autoinmunes. (Erber WN et al, 1988).

CD38-. Es una molécula asociada a células B, expresada también en timocitos, y en
granulocitos en sangre periférica y en una subpoblacion de células T. EI CD38 se adquiere
en estadios precoces B, es perdido durante la maduracion, y adquirido de nuevo durante
estadios tardios de la maduracion y presente en células plasmaticas. El anticuerpo reacciona

con el 30% de linfocitos de sangre periférica y con monocitos. En médula 6sea reacciona
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con 60% de linfocitos y fuertemente con las células plasmaticas, siendo positivo en el 70-
100% de las células mielomatosas (Jackson DG et al, 1990).

CD79B-. El antigeno CD79 presenta un componente o y uno 3. Estos componentes
son parte del complejo antigeno-receptor de los linfocitos B asociado a las Ig de superficie
en los linfocitos B maduros. La expresion del antigeno CD79 esta restringido a linfocitos B
normales y neoplasicas, estando ausente en el resto de tipos celulares. EI CD79 aparece en
estadios precoces de la diferenciacion de linfocitos B, probablemente antes de expresion
citoplasmicas de las cadenas a, y persiste hasta las células plasmaticas. El anticuerpo es util
para la demostracion de células B y es valioso para el inmunofenotipaje de leucemias y
linfomas. (Engel P et al, 1995) (Zomas A et al, 1994).

CD103-. Su anticuerpo marca linfocitos T en lamina propia del intestino. Ademas el
antigeno se expresa también en otros tejidos como la pulpa roja esplénica, area
extrafolicular de los ganglios linfoides y amigdalas, asi como en <3% de los linfocitos T en
sangre periférica (Cepek KL et al, 1995).

FMC7-. Se encuentra solo en una subpoblacion de linfocitos B circulantes y
leucemias de células B muy diferenciadas, como la prolinfocitica o la tricoleucemia, pero
no en la mayoria de casos de LLC. No esté presente en granulocitos, monocitos, plaquetas,
eritrocitos y linfocitos T. (Ferro LM, 1990) (Zola H et al, 1987).

Los principales monoclonales estudiados recomendados por Domingo (1999) en el

diagnostico de SLPC-B son:

Protocolo basico Opcionales
CD19/CD5 CD24
CD22/CD10 CDl1c
CD23 CD43
CD79% CD25
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FMC7 CD38
Kappa/Lambda CD103

4.2 COMPONENTES DE UN CITOMETRO DE FLUJO

Los componentes basicos de un citometro de flujo que, con mayor o menor
complejidad técnica, se encuentran en la mayoria de los instrumentos actuales son:

a) Sistema hidraulico: Rodea la suspension celular en flujo con una vaina externa, formada

por un fluido libre de particulas, que mueve la muestra a velocidad constante, a través de la
zona de deteccion (camara de flujo), donde las células son expuestas, una a una, al haz
iluminador.

b) Sistema de iluminacién: Produce un haz de luz que ilumina la muestra. La mayor parte de

los citometros utilizan luz laser, por ser coherente, monocromatica, polarizada, estrecha,
estable y de intensidad conocida, aunque hay sistemas que disponen de lamparas de mercurio.
c) Sistema dptico: Enfoca la iluminacion de las particulas, detecta la luz dispersada por ellas y
selecciona la fluroescencia emitida, a medida que las particulas atraviesan el haz luminoso.

d) Sistema electronico: Proporciona una iluminacién de intensidad constante, detecta y

amplifica la respuesta de las particulas en forma de pulso analégico, transforma las sefiales en
forma digital y controla el proceso de separacion celular ("Cell Sorting™).

e) Sistema de adquisicién y andlisis de datos: La mayoria de los citbmetros son compatibles

con ordenadores y sistemas operativos comunes (plataformas Ms-DOS, Windows vy
Maclntosh). Permite la adquisicion multiparametrica de datos y el analisis en tiempo real y en
modo de lista, asi como el andlisis restringido a subpoblaciones seleccionadas (“'gating™). Los
datos se presentan en forma de histogramas monoparamétricos 0 representaciones

biparamétricas de la distribucidn, junto con informacidn estadistica de las distribuciones.
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Fig. D: Esquema de un citémetro de flujo.

ESQUEMA GENERAL DE UN
CITOMETRO DE FLUJO

Flitros dicroicos

Camarade flujo
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OBJETIVOS
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1.-Expresion de las MA en las diferentes entidades estudiadas.

2.-Correlacion de la expresion de las MA 'y estadios clinicos en LLC.

3.-Correlacion de la expresion de las MA y factores prondsticos clasicos.

4.-Valor prondstico y predictivo de las MA en los SLPC:

1.1.1 Supervivencia global.

1.1.2 Supervivencia libre de enfermedad.

1.1.3 Respuesta al tratamiento/resultados.
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MATERIAL Y METODOS
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1.PACIENTES.

1.1 POBLACION Y CRITERIOS DE INCLUSION/EXCLUSION.

Se incluyeron inicialmente 123 pacientes diagnosticados de SLPC (103 LLC-B, 3
LLP, 2 TL, 1 TL-V, 4 LF, 7 LEV, 1 LM, 1 LLC/LP, 1 Linfoma linfocitico) siguiendo la
clasificacion de la OMS (ver tabla 3) (Harris NL et al, 1999), en el Servicio de
Hematologia del Hospital Dr. Peset, entre Enero de 1990-Junio de 2001. La media de edad
de los pacientes fue de 68.28 afios (entre 42 y 91 afios), con un ratio hombres y mujeres de

1/1.2.

Tabla 3: Clasificacion de la OMS en linfomas de células B:

Células precursoras
Linfoma / leucemia linfoblastica B
Células maduras
Leucemia linfocitica crénica B/ linfoma de linfocitos pequefios
Leucemia prolinfocitica B
Linfoma B esplénico de la zona marginal (£linfocitos vellosos)
Leucemia de células peludas
Linfoma linfoplasmocitico
Linfoma de células del manto
Linfoma folicular
Linfoma B de la zona marginal, del tejido linfoide asociado a

mucosas
Linfoma ganglionar de la zona marginal (+células monocitoides)
Linfoma B de células grandes difuso
Linfoma de Burkitt
Mieloma Multiple / plasmocitoma

Incluimos todos aquellos enfermos diagnosticados de SLPC con expresion

leucémica a los que habiamos realizado estudio mediante CMF de MA. El estudio de las
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MA se inici6 en Julio de 1998, por lo que los enfermos incluidos en el estudio son: todos
aquellos enfermos que habiendo sido diagnosticados con anterioridad permanecian vivos a
fecha de Julio de 1998, y también todos aquellos enfermos diagnosticados después de Julio
de 1998 hasta Junio del 2001, quedando excluidos aquellos pacientes diagnosticados de
SLPC que han fallecido con anterioridad a Julio de 1998.

1.1.1 Criterios diagndsticos

El diagnostico de LLC-B se realiz6 segun recomendaciones establecidas por dos
grupos de trabajo: el internacional para el estudio de la LLC (IWCLL) y el grupo britanico
(NCIWG) National Cancer Institute-sponsored Working Group (Cheson BD et al.,1988)
(Cheson BD et al, 1996), quienes han propuesto una serie de requisitos minimos para
diagnosticar esta entidad, que se resumen en la tabla 4 (anexo 1).

Segun la National Cancer Institute-sponsored Working Group (NCI-WG)
recomienda el cumplimiento de los criterios citados para el diagndstico. No obstante, es
suficiente con una linfocitosis morfolégicamente e inmunofenotipicamente compatible en
sangre periférica para el diagnéstico (Cheson BC et al, 1996).

Los criterios seguidos para el diagnéstico en el resto de SLPC (TL, LLP, LEV, LM,
LF) siguen la clasificacion de la OMS (Harris NL et al, 1999), sobre la base de
caracteristicas clinico-patoldgicas, morfoldgicas, genéticas e inmunofenotipicas
1.1.2.Estratificacion clinica.

Para la estratificacion clinica de la LLC se han propuesto dos sistemas de estadiaje:
el de Rai (Rai KR et al, 1975) (Tabla 5) y el de Binet (Binet JL et al, 1981) (Tabla 6) y en
el resto de SLPC no LLC utilizamos el sistema de estadios de Ann Arbor (Tabla 7),

expuestos en anexo 1. y con ellos la supervivencia esperada para cada grupo:

78



Para la evaluacidn del estado general de los pacientes se utilizo la escala ECOG:
0 Normalidad. Sin limitaciones.
1 Limitacion para actividades que requieren grandes esfuerzos.
Puede hacer trabajo sedentario.
2 Se vale por si mismo. Incapaz de realizar cualquier actividad.
Puede deambular més del 50% del tiempo.
3 No se vale por si mismo. Encamado mas del 50% del tiempo.

4 Invélido. Encamado permanentemente.

1.2 MATERIAL BIOLOGICO.

1.2.1 Estudio morfoldgico.

Extension de sangre periférica: Se realiza estudio microscopico con tincion

pandptica del frotis sanguineo realizando un recuento celular de 100 células nucleadas,
obteniendo el porcentaje de linfocitos y descripcién de las caracteristicas nucleares y
citoplasmicas.

Extensién de aspirado de medula ésea: Se obtiene con la aguja Illinois, realizandose

extensiones sobre portas por presion del grumo medular o deslizamiento de la muestra.
Utilizando el objetivo de inmersion se realiza un recuento porcentual de las diferentes
lineas hematopoyéticas hasta un total de 500-1.000 células, sobre laminillas tefiidas con
Giemsa. En aquellas ocasiones en que no se ha realizado biopsia medular, se ha estudiado
también el aspirado fijado en formol mediante laminas histolégicas del copo medular.

Biopsia medular: Una vez obtenido el cilindro éseo con una aguja Jamshidi trocar,

se introduce en un tubo con SURGIPATH, liquido comercial para la fijacién y
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descalcificacion simultanea, durante un maximo de 24 horas. Después se incluye en
parafina y se realizan cortes sucesivos de 5 micras, que son tefiidas con Hematoxilina-
Eosina, PAS, PAS-diastasa, Tricromico, Reticulina, Giemsa y Perls.

1.2.2 Estudio seroldgico.

En el suero obtenido del paciente determinamos el proteinograma, Coombs directo,
LDH, p2-microglobulina al diagndstico, y en las posteriores visitas de seguimiento
continuaron realizdndose determinaciones estandar.

1.2.3 Otras muestras.

Ademas del estudio realizado para el diagndstico con la realizacion de aspirado y
biopsia de médula 6sea, también se realizd adenectomia en caso de linfomas para su
diagndstico anatomopatoldgico. Ademas se realizaron 7 esplenectomias diagnostico-

terapéuticas.

1.3 EVALUACION CLINICA.

1.3.1 Intervalos de evaluacién clinica.

El intervalo de tiempo en los enfermos en estadios de bajo riesgo (Binet A, Rai 0) o en
SLPC con enfermedad estable, realizandose estudios cada 6 meses, en donde evaluamos:
recuento de linfocitos, hemoglobina, recuento plaquetar, Giemsa de sangre periférica, p2-
microglobulina, LDH, sintomatologia B, nuevas adenopatias, visceromegalias.

En el resto de enfermos se inicid tratamiento, por lo que los controles se realizaron:
previos a cada ciclo de quimioterapia, en la fecha aproximada de recuperacion de
neutropenia, ante sangrado o astenia para valoracion de soporte transfusional, en caso de

tratamiento quirdrgico se realizaran controles previos y tras cirugia.
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Se considera indicado iniciar tratamiento en la LLC, cuando existe cualquiera de los

siguientes datos:

Sintomas generales (fiebre, pérdida de peso, sudoracion nocturna).

Anemia o plagquetopenia crecientes debida a la infiltracion linfoide de la médula
Osea.

Adenopatias grandes o crecientes.

Gran esplenomegalia o en aumento.

Citopenias autoinmunes que no responden a corticoides.

Tiempo de duplicacién menor de 12 meses.

La indicacion terapéutica en el resto de SLPC es al diagnostico salvo en el LF donde el
criterio es progresion de enfermedad.
1.3.2 Criterios de curacion y recaida.

Los criterios clinico-hematoldgicos de remision completa de una LLC-B se concretan
en una exploracion fisica negativa, ausencia de signos constitucionales y los siguientes
datos analiticos: hemoglobina superior a 11 g/dl, cifras de linfocitos en sangre periférica
inferiores a 4.0 x10%1 e inferior al 30% de la totalidad celular medular con una histologia
medular normal, cifra de neutréfilos y plaquetas superior a 1.5x10%1 y 150x10%I,
respectivamente (Woessner S et al, 2000).

Los criterios de progresion de enfermedad en LLC son:

. Duplicacion de linfocitos en menos de un afio.

. Progresion a siguiente estadio de Binet.

. Aparicién de sintomatologia sistémica.

. Desarrollo de sindrome de Richter.

. Disminucion de la hemoglobina y recuento plaquetar.
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En el resto de SLPC definimos respuesta segun las siguientes recomendaciones
publicadas por Cheson B et al, 1999.

Remision Completa: se define como la desaparicion de todas las manifestaciones

clinicas de la enfermedad, con normalizacion de las alteraciones radioldgicas y de los datos
analiticos que fueron anormales antes del inicio del tratamiento. Una vez finalizado el
tratamiento, la respuesta se mantendra al menos 3 meses.

Remision parcial: reduccién de mas del 50% de la enfermedad mensurable, durante al

menos 1 mes.

Enfermedad estable: regresion inferior al 50% sin manifestaciones nuevas y, si hay

progresion, ésta serd inferior al 25%.

Fracaso y/o progresion: aumento en la frecuencia o en la severidad de los sintomas, o

aparicion de nuevas areas afectadas o progresion en mas de 25% en sitios iniciales.
Recaida: reaparicion de sintomas o signos de la enfermedad en pacientes que habian
estado en remision durante al menos 2 meses.
1.3.3 Causas de exitus.
Los exitus recogidos los englobamos como:
- Muerte por progresion (intra / post-tratamiento).
- Muerte por complicaciones secundarias al tratamiento (toxicidad, insuficiencia
respiratoria, neumonia o sepsis en neutropenia y hemorragia).
- Muerte secundaria a  proceso infeccioso, fuera de  neutropenia
(hipogammaglobulinemia).
- Muerte secundaria a tumor solido.
- Muerte no relacionada con la enfermedad o el tratamiento de la misma (infarto de

miocardio, accidente isquémico cerebral en ausencia de trombopenia).
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2.-CITOMETRIA DE FLUJO.

2.1 PANEL DE ANTICUERPOS UTILIZADOS.

2.1.1 Anticuerpos monoclonales utilizados en el diagnostico.

Las caracteristicas de los anticuerpos monoclonales empleados en el estudio se

muestran en la tabla 9, en la que se detallan las caracteristicas de los monoclonales al

diagnostico, los cuales han sido utilizados con triple marcaje cuyas combinaciones vienen

reflejadas en la tabla 11.

Tabla 9: Monoclonales utilizados al diagnéstico.

Casa Comercial Especificidad Isotipo Flurocromo
CD2 IMM L-T 39C1.5 19G2a FITC
CD3 C L-T UCHT1 g G1, kappa CY5
CD4 © L-T, Mo SFCI12T4D11 Ig G1, kappa PE
CD5 D Linfocitos T DK23 g G1, kappa PE
CD8 © L-T, NK SFCI21ThyD3 Ig G1, kappa FITC
CD10 D Progenitores linfocitos SS2/36 Ig G1, kappa PE
CD19 D L-B HD37 Ig G1, kappa CY5
CD19 D L-B HD37 g G1, kappa RD1
CD19/M/x D L-B HD37 Ig G1, kappa CY5/PE/ FITC
CD20 D L-B B9E9 Ig G2a FITC
CD22 IMM L-B 4KB128T15 g G1 PE
CD23 D L-B MHM6 Ig G1, kappa PE
CD24 IMM L-B ALB 9 IgGlk PE
CD25 IMM L-B B1.49.9 Ig G2ak PE
CD38 D L, células plasmaticas. AT13/5 lg G1, kappa FITC
CD79b D L-B SN8 g G1, kappa FITC
CD103 D L- T, tricoleucocitos. Ber-ACT8 lg G1 FITC
FMC7 D L-B FMC7 Ig M, Kappa FITC
lgG D L-B normales y neoplasicos A57TH Ig G1, kappa FITC
lgD D L-B normales y neoplasicos 1gD26 g G1, kappa FITC
Ig A D L-B normales y neoplasicos 6E2C1 lg G1, kappa FITC
lgM D L-B normales y neoplasicos R1/69 g G1, kappa FITC
CD43 D Linfocito T DF-T1 lg G1, kappa FITC
CD9%5 D L-B, L-T y NK DX2 g G1, kappa RD1
Ki67 D Células en proliferacion Ki-67 lg G1, kappa FITC
CD45 © L, Mo, granulocitos KC56 g G1 5!

Linfocitos: L; Linfocitos T: L-T; Linfocitos B: L-B;

D: Dako; IMM: Immunotech; C: Coulter.

células Natural Killer: NK; monacitos: Mo;

Ademas de los anticuerpos monoclonales anteriormente enunciados utilizamos las

siguientes combinaciones de anticuerpos monoclonales en el diagnostico diferencial de los

SLPC (Woessner S 2000) (Stetler-Stevenson M 2001) (tabla 8 anexo 1).
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2.1.2 Moléculas de adhesion analizadas.

Tabla 10: Caracteristicas de las MA.

Casa Comercial Especificidad Isotipo \ Flurocromo
CDl1la IMM INTEGRINAaL 25.3.1 lg G1, kappa PE
CD11b IMM INTEGRINAoM BEAR 1 lg G1, kappa RD1
CDl1lc IMM INTEGRINAaX BU15 g G1 PE
CD18 IMM B2-INTEGRINA TE4 g G1 PE
CD44 D L-T y B, Mo, granulocitos DF1485 lg G1, kappa FITC
CD49b IMM INTEGRINA2 Gi9 g G1 FITC
CD49d IMM INTEGRINAo4 HP2/1 g G1 FITC
CDA49%e IMM INTEGRINAaS SAM1 g G2b FITC
CD50 IMM ICAM-3 HP2/19 lg G2a PE
CD54 IMM ICAM-1 84H10 lg Glk FITC
CD62L  IMM LECAM-1 Dreg 56 g G1 FITC

Linfocitos: L; Linfocitos T: L-T; Linfocitos B: L-B; células Natural Killer: NK; monaocitos: Mo;
D: Dako; IMM: Immunotech; C: Coulter.

2.1.3 Panel utilizado en el estudio de SLPC y panel de MA.

Tabla 11: PANEL UTILIZADO EN EL ESTUDIO DE SLPC
N° Tubo | Monoclonales
1 1ggl FITC/RD1/CY5
2 CD3 CY5/ CD4 PE/ CD8 FITC
3 CD45 CY5/ CD19 PE/ CD2 FITC
4 CD19 CY5/ CD5 PE/ CD38 FITC
5
6

CD19 CY5/ CD23 PE/FMC7 FITC
7 CD19 CY5/ CD25 PE/ CD103 FITC
8 CD19 CY5/ LAMBDA PE/KAPPA FIT
9 CD19 CY5/ CD24 PE/ CD43 FITC
10 CD19 CY5/ CD22 PE/ CD79b FITC
11 CD19 CY5/ IgA FITC/
12 CD19 CY5/ IgD FITC/

13 CD19 CY5/ IgG FITC/
14 CD19 CY5/ IgM FITC/

Tabla 12: PANEL DE MA.

N° Tubo ~ Monoclonales
lggl FITC/RD1/CY5
CD19 CY5/CD18 PE/CD44 FITC
CD19 CY5/CD 11a PE/CD 49b FITC

CD19 CY5/CD62L FITC/CD11b RD1
CD19 CY5/CD11c PE/CD49d FITC
CD19 CY5/CD50 PE/CD54 FITC
CD19 CY5/CD49% FITC

2.2 PREPARACION DE MUESTRAS.

2.2.1 Tomay procesado de muestras:
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Las muestras de sangre total fueron obtenidas por puncion venosa periférica. Se
recogieron en tubos conicos de 5 ml con EDTA. En todos los casos la sangre periférica fue
procesada en las dos horas siguientes a su extraccion. Se incluyeron pacientes en todos los
estadios al diagnostico. De ellos, en 56 pacientes las MA se realizaron tras un periodo
prolongado de tiempo desde el diagndstico.

2.2.2 Separacion de células mononucleadas:

Para el andlisis citométrico de la clonalidad no se utiliz6 sangre entera, sino una
suspension de células mononucleadas por gradiente de densidad, basada en el método de
BOyum, segun la modificacion de E. Matutes (1988).

1. Depositar 4 ml de sangre completa sobre 3 ml de Lymphoprep, dejando resbalar la
muestra por la pared del tubo inclinado, de forma que la sangre quede sobre la superficie
del Lymphoprep, sin mezclarse con él.

2. Centrifugar durante 15 minutos a 3.400 rpm, a temperatura ambiente, evitando usar
el freno de la centrifuga, con el fin de no perturbar el anillo celular formado.

3. Observamos los diferentes estratos en orden ascendente: en el fondo del tubo se
depositan los hematies y granulocitos; por encima, se encuentra una capa de Isolymph que
contiene las plaquetas. A continuacion se observa un anillo, m&s o menos denso, de células
mononucleares a recuperar; por encima, se encuentra el plasma diluido.

4, Con una pipeta Pasteur, retiramos el sobrenadante superior, con cuidado de no
alterar los estratos inferiores.

5 Aspirar a continuacion todo el anillo, procurando no tomar el Isolymph que hay debajo:
6 A continuacion, lavar tres veces con PBS.

7 Tras lo cual afiadimos 2 ml de PBS.

2.2.3 Preparacion de las muestras:
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1. En tubos de polipropileno de 12 x 75 mm, se dispensan 50 a 100 pl de suspension

celular correspondiente (sangre entera o células monoclonales) previamente ajustada a una

concentracion de 1 x 10° cel/ml. Se afiaden 5-10 pl de cada anticuerpo monoclonal

conjugado o del correspondiente control isotipo y se incuba durante 15 minutos a

temperatura ambiente y en oscuridad.

2. Afadir 500 pl de OptiLyse C a cada muestra e incubar 10 minutos en la oscuridad. Asi
se consigue la lisis eritrocitaria y se fija y estabiliza la muestra de sangre entera.

3. Lavar con 1 ml de PBS, centrifugar y decantar, resuspendiendo en el mismo volumen.

2.3 ANALISIS EN EL CITOMETRO.

Las muestras fueron analizadas en un citometro de flujo EPICS XL-MCL con
cargador automatico de muestras. Los parametros del analisis incluyen:

1. Dispersidn frontal de luz laser (FS): es proporcional al tamafio de la particula analizada.

Es recogida y amplificada por un fotodetector dotado de un filtro de densidad neutra
(ND1).

2. Dispersion lateral de luz de laser (SS): es proporcional a la granularidad o complejidad

de la particula analizada. Es recogida y amplificada en direccidn perpendicular al haz de
laser mediante un fotomultiplicador provisto de los filtros: 488DC+488BP.

3. Fluorescencia verde (Log FL1): es proporcional a los antigenos revelados con un

anticuerpo monoclonal conjugado con fluoresceina (FITC) o a la fluorescencia inespecifica
de un isotipo adecuado. Es recogida y amplificada en modo logaritmico mediante un
fotomultiplicador provisto de los filtros. 550DC +525BP.

4. Fluorescencia amarilla-anaranjada (Log FL2): es proporcional a los antigenos revelados

con un anticuerpo monoclonal conjugado con ficoeritrina (PE o RD-1) o a la fluoresceina
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inespecifica de un isotipo adecuado. Es recogida y amplificada en modo logaritmico
mediante un fotomultiplicador provisto de los filtros: 575DC +550BP.

5. Fluorescencia anaranjado-roja(Log FL3): es proporcional a los antigenos revelados con

un anticuerpo monoclonal conjugado con fluorocromos duales (PerCP o PE/ECD), o a la
fluorescencia inespecifica de un isotipo adecuado. Es recogida y amplificada en modo
logaritmico mediante un fotomultiplicador provisto de filtros: 615 DC+ 600BP.

6. Fluorescencia roja (Log FL4): es proporcional a los antigenos revelados como un

anticuerpo monoclonal conjugado con fluorocromos duales (PE/Cy5) o la fluorescencia
inespecifica de un isotipo adecuado. Es recogida y amplificada en modo logaritmico
mediante un fotomultiplicador provisto de los filtros: 575DC + 550BP.

Las sefiales de FS y de intensidad de fluorescencia fueron calibradas diariamente en los
fotomultiplicadores logaritmicos, utilizando microesferas (Flow-Check Beckman-Coulter,
Hialeah, FL).

Los datos fueron adquiridos en forma de histogramas (mono y biparamétricos) y en
“modo de lista”. La adquisicion en “modo de lista” permite el andlisis posterior de los datos
utilizando el sofware system Il (Belckman-Coulter, Hialeah FL), en el cual es posible
recombinar los parametros obtenidos y redefinir diferentes regiones de seleccion.

Mediante el ordenador del citometro (programa System Il v. 3.0) se define un

protocolo de adquisicion de datos que incluye los siguientes histogramas:
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Un histograma biparamétrico de FS frente a SS: en él se acotd una regidn que corresponde a los

188 1888

CD54 R
18
(64X64)

ey T onnp ¥ Yeha
CD19 PCS

Un histograma biparamétrico de SS frente a CD19: definiéndose la regién que incluye los L-B (CD19+), sobre los que se determina cada

La adquisicion fue como minimo de 20.000 eventos sobre la region de los
linfocitos, utilizando los monoclonales siempre combinados con el CD19. Los parametros
citométricos se analizaron a partir de ficheros almacenados en forma de matriz
multidimensional (modo lista), que permite reproducir de forma rapida y en tiempo diferido
el proceso de analisis, asi como modificar, en caso necesario, las regiones acotadas

inicialmente. La visualizacion y el analisis de los datos, se realiza en programas de analisis
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celular compatibles con la configuracion de los citometros empleados (Cytologic, XL
Worxs station).

Consideramos que un marcador es positivo cuando el porcentaje de células positivas es
superior al 20% referido al total de linfocitos B (CD19+). La intensidad de expresion la

valoramos en tres grados: 1-débil (log < 10.2), 2-media (log 10.2) y 3-intensa (log > 10.2).

3. MATERIAL.

3. 1. INSTRUMENTOS.

1. Citometro de Flujo EPICS-XL-MCL (Beckman-Coulter), equipado con laser
monocromatico de ién argon a 488 nm.

2. Estacion semiautomatizada de preparacion de muestras SISTEMAS EPILS Multi
Q-PREP (Coulter). Con la realizacion de lisado eritrocitario, fijado y estabilizacion de
la muestra de sangre entera.

3. Centrifuga clinica: modelo Omnifugue 2.0 RS (Heraeus-Sepatech): Con rotor
modelo 3360 y temperatura regulable.

4. Contador hematologico: sistema Coulter STKS (Beckman-Coulter).

5. Microscopio 6ptico convencional Olympus B H-2.

3.2 REACTIVOS Y PRODUCTOS.

- Solucion de lisis OptiLyse C: (Immunotech, Marsella, Francia).
- Solucioén salina tamponada de fosfatos (PBS, Phosphate Buffered Saline).
-Medio de separacién de células mononucleares Ficoll-Paque, densidad: 1.077 g/cm?®

(Pharmacia).
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- May Grinwald puro, agua tamponada y Giemsa. Para la tincién de May-Grunwald-
Giemsa.
- Fluoroesferas Flow-Check que permite verificar el ajuste de los sistemas dpticos y

fluidico del citémetro.

4. ESTUDIO ESTADISTICO.

4.1 VARIABLES ESTUDIADAS.

Todos los pacientes se incluyeron en una base de datos en las que se recogieron los
siguientes parametros.

Datos demograficos:

Numero de historia clinica, nombre, apellidos, fecha de diagnostico, edad y sexo.

Datos clinicos:

Estadio segun la clasificacion de Rai y Binet, Escala ECOG.

Datos hematoldqgicos en sangre periférica:

Hemoglobina, recuento de leucocitos, tiempo de duplicacién linfocitaria, recuento

de plaquetas, recuento y morfologia de linfocitos en sangre periféricay VSG.

Datos hematolégicos en médula 6sea:

Porcentaje y tipo de infiltracion linfocitaria y morfologia de linfocitos.

Datos bioguimicos:

Proteinograma, dosificacion de Inmunoglobulinas, test de Coombs directo, niveles
séricos de LDH y de 32- microglobulina.

Datos de la terapia:
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Tratamiento de primera de linea, fecha de comienzo, respuesta, duracién de la
misma, tratamiento de segunda linea, duracién y respuesta, procedimientos quirdrgicos,
complicaciones, segundas neoplasias, asi como muerte, causa y fecha de la misma.

Datos citométricos de inmunofenotipo de superficie:

Expresion de los diferentes anticuerpos marcados con fluorocromo, siendo estas
definidas como positivas cuando se identificaban en mas del 20% de las células y su
intensidad de fluorescencia, de los siguientes antigenos de membrana: CD19, CD20, CD5,
CD23, CD19/cadenas Kappa, CD19/cadenas Lambda, CD38 (los valores positivos con
30% de células positivas), CD79, CD103, CD10, CD43, CD22, FMC7, CD44, CD49b,
CD49d, CD49%e, CD62L, CD18, CD54, CD11a, CD11b, CD11lc, CD50. Se contemplé

también el porcentaje de células marcadas en valor absoluto para los estudios estadisticos.

4.2 METODOS UTILIZADOS PARA SU ANALISIS.

Para el estudio estadistico se elabord una tabla con las variables arriba mencionadas,

que fue analizada con la ayuda del programa SPSS para ordenador personal.

Andlisis descriptivo univariante

Obtencion de estadisticos descriptivos de las variables continuas (media, desviacion
tipica, minimo y maximo) y tablas de frecuencias para las variables categoricas junto con
gréaficos de barras o sectores expresando frecuencias o porcentajes.

Andlisis descriptivo bivariante

Se realiz6 test de correlacion (r de Pearson) para comparar variables cuantitativas y

tabla de contingencia con el test de Chi-cuadrado para las variables cualitativas, aplicando
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test no paramétricos (Kruskal-Wallis, validado con el estadistico de Chi-cuadrado) para la
comparacion de variables cuantitativas que no seguian una distribucion normal con
variables cualitativas.

Andlisis de supervivencia

Se hizo estudio de supervivencia con las curvas actuariales de Kaplan-Meier,
comparando los resultados con el log-rank test.

Andlisis multivariante

Tras observar los resultados obtenidos en el estudio univariante y en las curvas de
supervivencia, planteamos un analisis multivariante mediante una regresion logistica de
Cox mediante el método de “estudio hacia delante” para observar qué moléculas de
adhesion intervenian en el prondstico de los pacientes (exitus, no-exitus) y una segunda
regresion logistica con el mismo método “hacia delante” para identificar las moléculas de
adhesion que tienen valor predictivo en cuanto a las necesidades terapéuticas (grupo de

pacientes tratados-grupo de pacientes no tratados).
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RESULTADOS
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1. DESCRIPCION CLINICA DE LOS PACIENTES.

Se incluyeron 123 pacientes diagnosticados de SLPC en el Servicio de Hematologia
del H Dr. Peset, entre Enero de 1990 y de Junio de 2001, con edad media de 68.28 afos
(42-91), de los cuales 68 (55.2%) eran varones y 55 (44.7%) mujeres.

De los 123 pacientes pudimos realizar diagndstico de la entidad en 122, por pérdida
de un paciente al que no se le pudo finalizar estudio por traslado a otro centro. El 84.4%
(103 pacientes) fueron diagnosticados de LLC-B y el 16% (19 pacientes) de otros SLPC.
Dentro de los SLPC diferentes de LLC-B, 7 pacientes fueron diagnosticados de LEV, 4 LF,
3 LLP, 2 TL y un paciente de TL-V, otro de LM y por ultimo uno de Lin. (Ver tabla 13)

Respecto a la distribucién de los pacientes segun el sistema de puntos de Matutes et
al (1994) o score, el grupo principal de pacientes esta en puntuaciones 4-5,

correspondientes a diagndsticos de LLC.

2. PARAMETROS CLINICO-BIOLOGICOS.

2.1 Analitica:

En el hemograma realizado al diagndstico presentaban una Hb con cifras dentro de
la normalidad el 87.8% (108 pacientes) y tan solo un 12.2% (15 pacientes) mostraban
anemia.

Respecto al recuento leucocitario solo el 9.8% de los casos estaban dentro de la
normalidad y con valores superiores obtuvimos un 90.2% de los enfermos estudiados, cuya
distribucion segun valores absolutos se refleja en la tabla 14, asi como respecto a la

linfocitosis absoluta obtenida.
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Respecto a las plaquetas, 5 pacientes presentaban trombocitopenia con cifras por
debajo de 100.000/uL y por encima de dicho valor obtuvimos el 95.9% (118 pacientes).
En el estudio bioquimico los resultados obtenidos para la LDH, B,-microglobulina,

proteinograma y VSG, se muestran en la tabla 15.

2.2 Estadiaje.

De las 103 LLC-B estudiadas, evaluamos 102 pacientes cuya distribucién por

estadios, segun la clasificacion de Binet y la clasificacion de Rai, se muestra en la tabla 16.

2.3 Estudio de médula 6sea:

El patron de infiltracion en la biopsia de médula dsea, distribuidos segin las

diferentes entidades diagnosticas se detallan en la tabla 17.

2.4 Evolucién clinica.

El seguimiento medio de los pacientes fue de 50 meses, con un rango de (1.5-354
meses). De los 123 enfermos de nuestro estudio, precisaron tratamiento 44 pacientes
(38%), que fue el que se expone en la tabla 18.

Tras evaluar la respuesta a tratamiento en 41 pacientes que pudieron seguirse
alcanzaron remision completa el 34.2% (14 pacientes), remision parcial el 51.2% (21
pacientes) y progresaron intratamiento el 14.6% (6 pacientes).

El tiempo de duracion de respuesta se muestra en la tabla 19, quedando 4
enfermos por evaluar.

En su conjunto, la supervivencia media del grupo ha sido de 50 meses. El estado de

los pacientes es: 11.3% vivos libres de enfermedad tras tratamiento, 69% vivos con
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enfermedad estable y un 20 % (25 pacientes) han fallecido, de los cuales 6 lo hicieron por
causas ajenas a la enfermedad.

Por diagnosticos, las LLC-B han tenido una supervivencia media de 222.7 meses,
con 83.3% vivos. El grupo otros SLPC tiene una supervivencia mucho mas baja, con media
de 63.9 meses y 61.9% de pacientes vivos. Ver Curva de Kaplan-Meier figura 1 anexo 3.
Las diferencias son significativas, con un log rank= 0.0027.

En la figura 2 anexo 3, observamos que los Scores mas altos corresponden a
supervivencias mayores, que corresponderian a diagnosticos de LLC-B.

Por otro lado obtuvimos que el numero de pacientes vivos es muy superior en el
grupo de pacientes no tratados (80%) que en el grupo que recibié tratamiento y en
progresion de enfermedad (20% de vivos). Las diferencias son significativas, con un long
rank 0.04, seguin se muestra en la figura 3 anexo 3.

También estudiamos la supervivencia por grupos segun estadios de Binet, Rai y
Ann-Arbor, no encontrando diferencias significativas, las curvas de supervivencias se
muestran en la figura 4 anexo 3.

Evaluamos el tiempo de duplicacion linfocitaria (es decir, tiempo en el que se
produce la duplicacion numérica en el recuento de linfocitos en sangre periférica), siendo
este menor de 12 meses en el 35.3% (42 pacientes) y mayor de 12 meses en el 13.4% (16
pacientes) y no se produjo duplicacion durante el seguimiento en el 51.3% (61 pacientes).

En el figura 5 anexo 3, podemos observar diferencias en la supervivencia de los
pacientes dependiendo del tiempo de duplicacion, pero no fueron estadisticamente

significativas (p=0.7).

3. RESULTADOS DEL INMUNOFENOTIPAJE.
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El analisis por CMF de la expresion de antigenos de superficie mostré que en todos
los casos se expreso el CD19, definiendo como positivo cuando su expresion es positiva en
mas del 20% de las células analizadas, excepto para CD38 que consideramos positivo a
partir del 30%. La expresion de otro marcador caracteristico de células B, como es el
CD20, fue positivo en el 98.4% de los casos.

Sobre la poblacién de células monoclonales acotada por su expresion de CD19,
analizamos diferentes anticuerpos monoclonales para el diagndstico y la frecuencia de

positividad de los mismos segun patologia la reflejamos en la tabla 20 anexo 1.

4, EXPRESION DE MOLECULAS DE ADHESION:

En la tabla 21anexo 1, se exponen la media y desviacion de las MA obtenidas en los
123 pacientes estudiados. La MA expresada en la totalidad de los pacientes fue CD44, a
continuacion la MA mas expresada es el CD50. No obtuvimos expresion del CD49e en
ningln paciente, y hubo escasa positividad para CD49b y CD11b.

En la tabla 22 anexo 1, se exponen las distribuciones de los pacientes por patologias
y positividad de las diferentes MA (nimeros absolutos de pacientes positivos/porcentajes
respecto al total de pacientes).

Por diagnosticos observamos que CD49d y CD54 estan mas expresadas en el grupo
de SLPC no LLC-B (p=0.002) (p=0.048); mientras CD62 estaba méas expresada en las LLC
que en el resto de grupos (p=0.004) (Ver tabla 23 anexo 2).

Para el resto de MA, la distribucion en los diferentes grupos diagndésticos fue bastante
homogeénea, sin observarse diferencias significativas (Ver tabla 23 anexo 2).
El estudio realizado con relacion al Score y MA, observamos que pacientes con alto

namero de células positivas para las siguientes MA: CD11a, CD54, CD62 y valores bajos
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para CD18 y CD49d, presentaban al diagnostico Scores mas altos, pudiendo demostrar
existencia de significacion estadistica entre las MA y el Score (p=0.007, 0.017 y 0.02;
0.004 y 0.002 respectivamente) (Ver tabla 24 anexo 2).

Asi mismo, cuando efectuamos un estudio de correlacion entre las diferentes MA
observamos que la expresion de CD18 esta ligada a la expresion de CD49d y CD54. A su
vez, CD11a, CD11b y CD11c estdn también relacionados entre si y con los 3 anteriores
(p<0.005).

Por Estadios no hubo diferencias significativas, entre los grupos, ni para ECOG/OMS,
ni para Binet-Rai (Ver tablas 25 y 26 anexo 2) en la expresion de las MA.

En las biopsias de médula dsea, el patron de infiltracion linfocitaria fue nodular en un
17%, intersticial en un 14%, difuso en el 4% y de tipo mixto en un 14.6% de casos, y no se
realiz6 en el 44.6%. Aungue no hubo diferencias significativas entre los grupos, si se
observa una mayor expresion de CD18 y CD11a-CD11c en los casos con infiltracion
nodular de la médula mientras los casos con infiltracion difusa expresaron un mayor
porcentaje de células CD62+. En la tabla 27 anexo 2, se asignan las medias y desviaciones
segun patrén y positividad de MA.

Cuando se intento establecer la correlacion entre los pardmetros clinicos establecidos
como de mal prondstico, se aprecio la limitacion de que la mayoria de los pacientes
analizados se hallaban en estadios iniciales de la enfermedad, y con ello haber
preseleccionado un grupo de pacientes con mejor prondstico, pero este sesgo es debido al
grupo de pacientes que pudimos recoger y se corresponde bastante con el tipo de pacientes

que llegan a nuestro Centro.
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Al estudiar la correlacion de las MA en valores absolutos con los diferentes factores
pronostico recogidos en el estudio, nos encontramos en el estudio univariante los siguientes
datos:
a.-Respecto a la correlaciéon entre MA y ECOG/OMS, no hay significacion estadistica
(Ver tabla 25 anexo 2).
b.-En cuanto al estadio de Binet-Rai, en general las MA presentan valores més elevados
en E-1V, siendo este resultado significativo para CD54 (p=0.05) (Ver tabla 26 anexo 2).
c.-En cuanto al patrén de infiltracion medular, no hay relacion estadisticamente
significativa, aunque se aprecia una tendencia a presentar valores altos de CD11lay CD11c
en los patrones nodulares, mientras CD49d estd mas elevado en el patron difuso y CD49c
estd mas bajo en el patron nodular (Ver tabla 27 anexo 2).
d.-En cuanto al tiempo de duplicacion linfocitaria, aparecen los valores maximos de
CD44 en los pacientes con tiempo de duplicacion largo (>12 meses)(p=0.03) y en el grupo
de pacientes sin duplicacién. Para el resto de MA, no hubo diferencias entre los grupos
(Ver tabla 28 anexo 2).
e.-En cuanto al grado de infiltracion linfoide en el aspirado medular, no hemos encontrado
ninguna diferencia con significacion estadistica, siendo la distribucién de las MA bastante
homogénea entre los grupos (Ver tabla 29 anexo 2).
f.-Respecto al recuento de linfocitos en sangre periférica, demostramos significacion
estadistica entre altos recuentos de linfocitos y alto nimero de células positivas para CD44
(p=0.058), también entre bajos recuentos de linfocitos y alto nimero de células positivas

para CD18 (p=0.007) y para CD11b (p=0.009) (Ver tabla 30 anexo 2).
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g.-Cuando correlacionamos Progresion y MA obtuvimos que los pacientes que presentaron
los valores superiores para el CD50, CD49e y CD18 fueron los del grupo con progresion de
enfermedad (p=0.051, p=0.017, p=0.057).

Respecto al CD11b y CD11c no pudimos demostrar significacion estadistica,
guedando en el limite (p=0.064) entre los valores mas altos de estas MA y los pacientes que
no progresaron.
h.-Se observo en que solamente pudimos demostrar relacion significactivamente estadistica
para respuesta a tratamiento en la MA CD18 (p=0.057) (Ver tabla 31 anexo 2).
g.-Pudimos establecer correlacion estadisticamente significativa entre los pacientes que
murieron y negatividad para CD11b (p=0.055) y de CD11c (p=0.001), de nuestro estudio
y valores bajos de CD11b (p=0.055) y de CD11c (p=0.001), mientras el resto de las MA
presentaron valores similares en ambos grupos (Ver tabla 32 anexo 2).
i.-En el estudio univariante para vivos y muertos, se observo que la positividad de CD11c
se correlacionaba con un numero mayor casos vivos (p=0.023) (Ver tabla 33 anexo 2).

4.1 Estudio multivariante

Al hacer una regresion logistica de Cox, el mejor modelo de regresion de Cox
obtenido para explicar la supervivencia de nuestros pacientes es el que incluye como
variables independientes con valor prondstico a CD11c (p=0.009) y CD62L (p=0.02),
mostrando los pacientes con positividad a estas dos MA una mayor supervivencia.

Volvimos entonces a estudiar las curvas de supervivencia para estas dos moléculas
y observamos que en el estudio para CD1lc (figura 6 anexo 3), los casos positivos
presentaron una supervivencia media de 189 meses (intervalo de confianza al 95% 128-

251) mientras los casos negativos tuvieron una supervivencia media de 157 meses
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(intervalo de confianza al 95% 127-183). Las diferencias en las curvas de supervivencia
son estadisticamente significativas también, con un log rank=0.08.

Si valoramos con una nueva regresion logistica el requerimiento de tratamiento, el
modelo discrimina como variables significativas CD54 (p=0.01), CD49d (p=0.03) y
CD62L (p=0.04), con una odd ratio de 1.5, 1.8 y 0.7 respectivamente. Asi, la positividad
para CD49d y CD54 aumenta el riesgo de requerir tratamiento mientras la positividad a

CD62 lo disminuye.
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ANEXO 1

Tabla 4: Criterios diagndsticos de LLC

1.- Linfocitosis absoluta en sangre mantenida mas de 4 semanas.
>5 x 10%/L (segun NCI/WG)
>10 x 10%L (segin IWCLL)

2.-Subtipos morfolégicos
LLC tipica o clasica: <10% de linfocitos atipicos
Atipica: LLC/LP: prolinfocitos en sangre >11% y <54%.
Mixta: porcentaje variable de linfocitos atipicos >10% y <11% de prolinfocitos.

3.- Caracteristicas inmunofenotipicas
Smlg +/-, CD5+, CD19+, CD23+, CD22+/-, FMC7-/+, CD79b-, CD38+/-.

4.- Infiltracion en la médula 6sea
>30% de linfocitos en el aspirado de médula ésea 6 patron infiltrativo en la biopsia Osea.

Tabla 5: Estadios clinicos de Rai

Estadio  Hallazgos clinicos Supervivencia (meses)
0 Linfocitosis <120
| Linfocitosis y adenopatias 95
1 Linfocitosis y hepato y/o esplenomegalia 75
i Linfocitosis y anemia (Hb < 11 gr/dl) 30
v Linfocitosis y trombocitemia (Plts <100 x 10%/1) 30

Hb: hemoglobina; PIts: plaquetas.

Tabla 6: Estadios clinicos de Binet

Estadio  Hallazgos clinicos Supervivencia(meses)
A Hb> 10 gr/dl Plts>100 x10%1 <3 &reas afectas* <120

B Hb > 10 gr/dl Plts > 100 x10%/1 >3 4reas afectas 61

C Hb < 10 gr/dl  Plts < 100 x10/1 32

*Las areas ganglionares linfoides incluye: cervical, axilar, inguinal (uni o bilateral), el bazo y el higado.
Hb: hemoglobina; PIts: plaquetas.

Tabla 7: Sistema de estadios de Ann Arbor.

Estadio I | Afectacion de una Unica region ganglionar o Unica localizacion extralinfatica.

Estadio Il | Afectacion de dos regiones ganglionares al mismo lado del diafragma. También puede

incluir la afectacion localizada de una localizacion extralinfatica (l1E).

Estadio 11 | Afectacion de regiones ganglionares o localizaciones extralinfaticas a ambos lados del

diafragma.

Estadio IV | Afectacion diseminada de uno o mas 6rganos extralinfaticos con/sin afectacion

ganglionar.

Tabla 8: Combinaciones de anticuerpos monoclonales en el diagnéstico diferencial de los SLPC.
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LLC/LPC  TL/TLV LP LEV LM LF
IgS - +débil/++ ++ + +- + +
CD19 + ++ + + + +
CD20 + ++ + + + +
CD22 + +++ + + + +
CD23 +/- -+
CD5 ++ - - I+ -I+ +
CD10 -/ +
CD79% 5 + + 7 # 7
CDllc - +débil/- + S+ -
CD103 - + -+ -
FMC7 + -/++ + + + + +
Tabla 13: Distribucion de casos por Diagnosticos.
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Validos LLC 102 82,9 82,9 82,9
OTROS 21 17,1 171 100,0
Total 123 100,0 100,0

Tabla 14: Distribucidn de pacientes segun recuento leucocitario y linfocitario al diagndstico.

Grupos

Leucocitos x10%/L

Linfocitos x10%/L

<10 x10%/L

9.8% (12 pacientes)

29.3% (36 pacientes)

11-25 x10%/L

52% (64 pacientes)

40.7% (50 pacientes)

26-50 x10°%/L

21.1% (26 pacientes)

16.3% (20 pacientes)

>50 x10%/L

17.1% (21 pacientes)

13.8% (17 pacientes)

Tabla 15: Distribucién por grupos de diferentes paradmetros de laboratorio.

Parametros

Normal

Patolégico

No realizado

LDH

86.2% (106 pacientes)

11.4% (14 pacientes)

2.4% (3 pacientes)

B2.-microglobulina

83.6% (102 pacientes)

10.7% (13 pacientes)

5.7% (7 pacientes)

Proteinograma

54.5% (67 pacientes)

41.5% (51 pacientes)

4.1% (5 pacientes)

VSG

74.8% (92 pacientes)

23.6% (29 pacientes)

1.6% (2 pacientes)

Coombs directo

67.5% (83 pacientes)*

8.9% (11 pacientes)*

23.6% (29 pacientes)

*Dando normal como negativo y positivo como patolégico.

Tabla 16: Distribucidn de pacientes por grupos segun la clasificacién Binet y Rai.
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Clasificacion de Binet

Clasificacion de Rai

68.7% pacientes en estadio O

91.2% de los pacientes en estadio A

18.6% pacientes en estadio |

5.9% de los pacientes en estadio B

8.8% pacientes en estadio Il

2.9% de los pacientes en estadio C

2.9% pacientes en estadio 11

0.9% pacientes en estadio IV

Tabla 17: Patrones de infiltracion segun los diferentes SLPC.

Patrén infiltracion

Nodular
Intersticial
Difuso
Mixto
No infiltracion
No hecho

LLC Lin
13 1 0
16 0 0
4 0 1/0
18 0 0
0 0 0
46 1 0/1

N O O O O

TL/TL-V | LLP | LEV LM LF

N O O O -
o B O O O O
w O O o o Bk

n° pacientes

20
17

18

55

Tabla 18: Quimioterapia utilizada en los pacientes tratados v distribucion de los mismos.

Tabla 19: Tiempo de duracion de respuesta.

Esquema de tratamiento

44 Pacientes incluidos

CHOP 5 pacientes (4.3%)
Clorambucil: 23 pacientes (19.8%)
2CDA 4 pacientes (3.5%)

Esplenectomia

9 pacientes (7.7%)

CVvP

1 paciente (0.9%)

Corticoides

1 paciente (0.9%)

Esplenectomia+CHOP

1 paciente (0.9%)

Tabla 20: Poblacién de linfocitos CD19+ para diferentes anticuerpos monoclonales distribuidos seqin

Tiempo (meses) N° de pacientes

0 5 (10.8%)
0-6 9 (19.6%)
7-12 6 (13%)

13-24 11 (23.9%)
25-36 4 (8.7%)
37-48 1(2.2%)
49-60 2 (4.3%)
> 61 4 (8.7%)

patologias.




Linfocitos CD19+ LLC \ Lin  TL/TL-V L = Total positivos
CD5 95 1 0 3 2 1 3 105
CD23 96 1 1/0 3 6 0 3 110
CD10 9 0 0 1 1 0 3 15
FMC7 21 0 2/1 2 7 1 2 37
CD25 12 + 2/1 1 1 0 2 20

CD103 8 + 2/1 0 1 0 0 13
CD38* 17 - 1/0 1 2 1 3 26
CD79b 60 + 2/1 1 6 1 2 74
CD22 92 + 1/1 3 7 1 3 109
CD43 87 + 0 2 1 1 2 94
Kappa/Lambda | 64/32 1/0 1/0 0/2 52 [ 01 ] 21 63/39
Sin clonalidad 8 0 11 0 0 0 0 10

*Tomando como positivo un porcentaje de células marcadas superior al 30%.

Tabla 21: Valores de la Media vy desviacion de las MA estudiadas en los 123 pacientes.

De

sviacion

Media tipica Minimo Maximo
CD19/CD50 94,1463 17,2038 ,00 100,00
CD19/CD11c 23,2707 24,2707 .10 100,00
CD19/CD11b 6,2074 13,5407 ,10 85,00
CD19/CD11a 13,5102 23,9805 ,10 100,00
CD19/CD54 19,6114 30,1243 ,10 99,80
CD19/CD18 30,2837 38,3123 ,20 99,20
CD19/CD62 2L 23,8642 28,2450 ,10 95,00
CD19/CD49 e ,8480 1,2337 ,00 7,70
CD19/CD49d 15,2154 30,2458 ,10 100,00
CD19/CD49b 5,0154 13,0204 ,10 86,00
CD19/CD44 97,2398 4,2749 65,60 100,00
Tabla 22: Expresién de las MA segun patologias.
MA LLC Lin TL/TL-V LLP LEV LM LF Total
positivos
CD1la 11 0 1/1 1 3 0 0 17
CD11b 6 1 0 0 0 0 0 7
CD11c 41 1 2/1 3 2 0 0 50
CD44 103 1 2/1 3 7 1 4 122
CD49b 3 1 0 1 1 0 0 6
CD49d 11 1 11 3 3 0 1 21
CD49%e 0 0 0 0 0 0 0 0
CD50 100 1 11 2 7 1 4 117
CD54 21 1 2/0 2 3 1 1 31
CD62 43 1 0 2 1 0 0 46
CD18 33 0 2/0 2 3 0 1 41
ANEXO 2

Tabla 23: Distribucién de las MA por Diagndsticos.
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diagnostico
LLC OTROS Total
Media N Desv. tip. Media N Desv. tip. Media N Desv. tip.
CD19/CD44 97,6735 102 2,7801 95,1333 21 8,1748 97,2398 123 4,2749
CD19/CD49%b 4,0275 102 10,1802 9,8143 21 21,9458 5,0154 123 13,0204
CD19/CD49d 10,5902 102 25,3305 37,6810 21 41,2437 15,2154 123 30,2458
CD19/CD49 e ,7451 102 1,0633 1,3476 21 1,8052 ,8480 123 1,2337
CD19/CD62 2L 26,1029 102 28,6350 12,9905 21 23,9982 23,8642 123 28,2450
CD19/CD18 29,5324 102 38,8181 33,9333 21 36,4330 30,2837 123 38,3123
CD19/CD54 15,8000 102 26,6417 38,1238 21 38,9522 19,6114 123 30,1243
CD19/CD11la 11,0676 102 20,3606 25,3738 21 35,1595 13,5102 123 23,9805
CD19/CD11b 6,4663 101 14,5465 4,9619 21 7,0217 6,2074 122 13,5407
CD19/CD11c 23,6294 102 23,4315 21,5286 21 28,5802 23,2707 123 24,2707
CD19/CD50 94,1248 101 16,9256 94,2550 20 19,0131 94,1463 121 17,2038
Estadisticos de contrast&?

CD19/CD44 | CD19/CD49b [ CD19/CD49d |CD19/CD49 e |CD19/CD62 2L | CD19/CD18 | CD19/CD54 | CD19/CD11a [{CD19/CD11b | CD19/CD11c | CD19/CD50
Chi-cuadrado ,469 ,208 9,168 3,718 9,176 7,622 5,778 5,035 1,335 3,265 2,113
gl 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Sig. asintot. ,791 ,901 ,010 ,156 ,010 ,022 ,056 ,081 ,513 ,195 ,348

a. Prueba de Kruskal-Wallis
b. Variable de agrupacién: LLC-B TIPICA
Tabla 24: Distribucion de la MA segiin SCORE de Matutes et al.
S 1S | S |8 |s| s |s /g |5 ]|¢]¢
a 3 2 a a a a 2 3 a a
SCORE O ) ) o © © O [S) ) ) O
1/5 Media 91,1000 1,3500 50,5500 ,7500 1,9000 9,4500 ,9000 1,2500 2,3000 2,8500 98,8500
N 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Desv. tip. 9,7581 1,0607 69,9329 7,071E-02 ,9899 2,7577 ,2828 ,2121 ,5657 3,6062 1,2021
2/5 Media 95,0625 7,9375 33,9688 1,0875 9,5250 54,2750 36,7000 39,3813 8,6813 20,4000 91,2800
N 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 15
Desv. tip. 85689 | 18,8711 | 41,7919 1,4877 | 15,7879 | 40,4591 | 35,0496 | 40,7168 | 13,7284 | 29,2610 | 25,1966
3/5 Media 97,7417 7,3125 24,2250 1,3083 38,1417 38,3333 26,1500 22,5292 16,2250 24,7333 90,1583
N 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24
Desv. tip. 2,2378 17,3284 36,7138 1,9549 33,6205 40,7161 35,2958 32,2323 25,4760 25,0664 25,8848
4/5 Media 97,7905 3,1524 10,7381 ,6548 19,6357 26,5262 12,1238 6,7131 2,9000 19,9333 96,3976
N 42 42 42 42 42 42 42 42 42 42 41
Desv. tip. 1,9953 7,9405 24,7031 ,6519 26,4196 36,7999 22,1690 8,5424 3,5307 20,9165 4,5731
5/5 Media 97,4921 4,7026 4,9658 ,6947 27,3053 20,7342 15,5895 5,3474 2,7676 28,9289 94,9711
N 38 38 38 38 38 38 38 38 37 38 38
Desv. tip. 39473 | 12,0688 | 16,0246 1,0150 | 27,5687 | 34,8567 | 27,7925 4,8337 35324 | 251389 | 16,0783
Total Media 97,2205 5,0516 15,2926 ,8541 24,0484 30,4041 19,0016 13,5939 6,2570 23,4607 94,0992
N 122 122 122 122 122 122 122 122 121 122 120
Desv. tip. 4,2872 | 13,0679 | 30,3584 1,2369 | 28,2872 | 38,4469 | 29,4765 | 24,0614 | 13,5859 | 24,2788 | 17,2681
Estadisticos de a
CD19/CD CD19/CD4 CD19/CD4 CD19/CD4 CD19/CD62 CD19/CD CD19/CD CD19/CD1 CD1
Chi- 3,11 4,88 16,59 3,69 16,99 15,54 12,00 14,09
ol 4 4 4 4 4 4 4 4
Sig. 53 ,30 ,00 44 ,00 ,00 ,01 ,00

a. Prueba de Kruskal-

b. Variable de agrupacion:

Tabla 25: Distribucién de las MA por Estadiaje de ECOG/OMS.
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ECOG/OMS
0 1 2 Total
© - ] . ] - < .
3 z 2 s 3 z 2 s 3 z | 2 3 z 2 s
b [a e s a* s [a e S a*
CD19/CD44 97,0500 80 4,9585 97,3667 36 2,7311 98,4000 3 1,0392 97,1798 | 119 4,3303
CD19/CD49b 4,3100 80 10,3040 4,8861 36 12,6436 3,0333 3 3,4790 4,4521 | 119 10,9007
CD19/CD49d 13,9850 80 | 29,4599 | 17,8389 36 | 31,9372 3,8667 3 45567 | 14,8958 | 119 | 29,8367
CD19/CD49 e ,6975 80 ,9804 1,1917 36 1,7117 1,1000 3 ,3000 ,8571 [ 119 1,2518
CD19/CD62 2L 24,3963 80 28,3459 22,0944 36 27,4467 12,3667 3 10,2080 23,3966 | 119 27,7025
CD19/CD18 29,3375 80 38,3959 30,4000 36 37,3133 25,0667 3 38,9423 29,5513 | 119 37,7680
CD19/CD54 18,5775 80 | 27,5393 | 18,8889 36 | 33,5173 | 26,1333 3| 42,3217 | 18,8622 | 119 | 29,5419
CD19/CD11a 13,4587 80 24,2434 13,0264 36 21,0818 3,2333 3 3,2624 13,0702 | 119 22,9795
CD19/CD11b 5,5875 80 11,0522 6,2800 35 14,9712 ,5667 3 3215 5,6653 | 118 12,1818
CD19/CD11c 26,1413 80 25,5353 19,9167 36 22,1673 11,0333 3 11,0907 23,8773 | 119 24,4302
CD19/CD50 93,2873 79 19,0037 95,3171 35 14,4286 99,3333 3 5774 94,0496 | 117 17,4775
Estadisticos de contrast&®
CD19/CD44 |CD19/CD49b |CD19/CD49d |CD19/CD49 e |CD19/CD62 2L | CD19/CD18 |CD19/CD54 |CD19/CD11a|CD19/CD11b |CD19/CD11c |CD19/CD50
Chi-cuadrado ,282 ,337 432 3,861 ,098 ,523 1,443 ,857 3,382 2,168 2,764
gl 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Sig. asintot. ,868 ,845 ,806 ,145 ,952 770 ,486 ,651 ,184 ,338 ,251
a. Prueba de Kruskal-Wallis
b. Variable de agrupacién: ECOG/OMS
Tabla 26: Distribucion de las MA por Estadios de Binet-Rai.
Est# B/R
0 1 1] 1] [\ Total
% z 5*_1 % z §EL % z 59— % z §9 % z §9- % z §9
S [a > (sl S [a T > [a T = a* s [a Tt
CD19/CD44 97,7253 | 75| 29702 | 96,1762 | 21 | 7,3531 [ 97,5727 | 11| 1,8155 [ 92,0500 | 4 | 4,6950 | 97,4000 [ 11 | 4,9398 | 97,2295 | 122 | 4,2910
CD19/CD4%b 4,7840 | 75| 11,7315 | 3,3905 | 21 | 3,9512 9455 | 11 8836 | 1,1750 | 4 8382 | 15,5545 | 11| 29,3853 | 5,0508 | 122 | 13,0682
CD19/CD49d | 11,7480 | 75 | 26,2912 | 14,2810 | 21 | 30,4895 | 27,5364 | 11 | 43,4995 8750 | 4 7274 | 34,5364 | 11 | 39,1155 | 15,3057 | 122 | 30,3539
CD19/CD49 e 9227 | 75| 1,4262 ,5048 | 21 4599 5364 | 11 ,5537 | 1,4000 | 4 9416 | 1,455 | 11| 1,3736 8516 | 122 | 1,2381
CD19/CD62 2L | 24,8107 | 75 | 26,5118 | 21,3190 | 21 | 29,6529 | 25,1727 | 11 | 37,1721 | 20,0500 | 4 | 25,1230 | 16,4455 | 11 | 26,2998 | 23,3320 | 122 | 27,7351
CD19/CD18 27,5573 | 75 | 36,0959 | 34,9000 | 21 | 44,2855 | 48,3545 | 11 | 47,5433 | 4,6750 | 4 | 6,4231 | 33,1545 | 11 | 36,0301 | 30,4508 | 122 | 38,4253
CD19/CD54 16,7333 | 75 | 27,4530 | 15,0810 | 21 | 27,4533 | 14,8727 | 11| 22,7987 | 14500 | 4 7326 | 52,9364 | 11 | 38,7886 | 19,0443 | 122 | 29,5819
CD19/CD11a | 12,3387 | 75 | 21,2028 | 16,1143 | 21 | 32,2374 | 16,4227 | 11 | 26,8468 | 2,6000 | 4 | 29496 | 18,7455 | 11 | 27,5529 | 13,6152 | 122 | 24,0510
CD19/CD11b 6,5986 | 74 | 13,9492 | 6,8476 | 21 | 18,3425 | 2,6909 | 11 | 4,2446 ,5750 4 4856 | 7,4909 | 11| 8,6512 | 6,1686 | 121 | 13,5902
CD19/CD11c | 24,3333 | 75| 24,2266 | 24,9333 | 21 | 24,2533 | 20,4182 | 11 | 20,2039 | 3,9750 | 4 | 3,6473 | 24,2455 | 11 | 32,4561 | 23,4082 | 122 | 24,3227
CD19/CD50 94,3787 | 75 | 16,1403 | 92,8200 | 20 | 22,0935 | 97,0700 | 10 | 2,6742 | 98,4250 4| 1,1500 | 91,0182 | 11 | 25,6562 | 94,1700 | 120 | 17,2739
Estadisticos de contrast&?:

CD19/CD44 |CD19/CD49b | CD19/CD49d | CD19/CD49 e |CD19/CD62 2L | CD19/CD18 | CD19/CD54 | CD19/CD11a | CD19/CD11b | CD19/CD11c | CD19/CD50
Chi-cuadrado 7,448 7,978 7,787 4,189 3,462 7,116 9,293 5,300 7,332 4,741 1,427
gl 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
Sig. asintot. 114 ,092 ,100 ,381 484 ,130 ,054 ,258 ,119 ,315 ,840

a. Prueba de Kruskal-Wallis
b. Variable de agrupacién: Est# B/R
C. No es posible calcular algunas o todas las significaciones exactas porque no hay suficiente memoria.

Tabla 27: Distribucién de MA por patrones medulares.
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BMO
Nodular Intersticial Difuso Mixto No hecho Revisién Total
% z §9- ';5 z §9 ';:i z §9— % z ?’;& ';5 z 29 g z ?’;9- % z ?;9
= a¥ s a*® = a® s a*® s a*® = a¥ s a*®
CD19/CD44 96,7100 | 20 | 4,0633 | 96,6941 | 17 | 5,0051 | 91,9200 5 14,7896 | 97,4333 | 18 | 2,5862 | 97,8382 | 55 | 2,4177 | 98,3429 7| 2,0057 | 97,2205 | 122 | 4,2872
CD19/CD49%b 4,6250 | 20 | 16,2280 | 6,7765 | 17 | 18,0575 | 15,8800 5| 6,1218 | 4,3056 | 18 | 5,6139 | 5,1327 | 55| 13,3377 | 2,7714 7| 27663 | 5,0516 | 122 | 13,0679
CD19/CD49d | 24,3250 | 20 | 38,2976 | 21,3176 | 17 | 36,4916 | 17,1600 5| 24,6984 | 11,7667 | 18 | 29,6491 | 11,2800 | 55 | 25,5903 | 14,1143 7| 32,1763 | 15,2926 | 122 | 30,3584
CD19/CD49 e ,8350 | 20 7795 | 1,0000 | 17 | 1,1308 ,6000 5 ,7314 ,9889 | 18 | 1,6492 ,8709 | 55| 1,3655 ,2571 7 ,2936 8541 | 122 | 11,2369
CD19/CD62 2L | 18,5500 | 20 | 27,3812 | 22,4176 | 17 | 27,0815 | 27,6800 5| 26,7173 | 22,6556 | 18 | 29,0168 | 26,4691 | 55 | 28,6963 | 25,6857 7 | 36,7708 | 24,0484 | 122 | 28,2872
CD19/CD18 36,3500 | 20 | 40,9836 | 22,8941 | 17 | 34,4478 | 7,6200 5| 95377 | 36,6444 | 18 | 42,5117 | 30,5418 | 55 | 38,8826 | 30,8000 7| 41,3651 | 30,4041 | 122 | 38,4469
CD19/CD54 19,7850 | 20 | 30,0195 | 24,3294 | 17 | 33,0695 | 12,3600 51 19,2629 | 13,5833 | 18 | 24,4733 | 18,1000 | 55 | 30,3170 | 29,5857 7| 34,5005 | 19,0016 | 122 | 29,4765
CD19/CD11a | 19,2875 | 20 | 25,8664 | 11,3882 | 17 | 15,0012 | 3,8800 5| 1,8620 | 10,2167 | 18 | 22,8464 | 12,1800 | 55 | 24,0344 | 29,4143 7| 41,6122 | 13,5939 | 122 | 24,0614
CD19/CD11b 43650 | 20 | 4,7350 | 9,4294 | 17 | 20,2193 | 1,7000 | 4| 1,7907 | 89944 | 18 | 185939 | 5,7527 | 55 | 12,6752 | 3,4857 7| 3,8938 | 6,2570 | 121 | 13,5859
CD19/CD11c | 33,3150 | 20 | 27,1816 | 27,7294 | 17 | 23,4403 | 21,1000 5| 19,5969 | 18,5111 | 18 | 22,5462 | 18,0473 | 55 | 21,0579 | 41,8857 7 | 35,7385 | 23,4607 | 122 | 24,2788
CD19/CD50 97,5850 | 20 | 2,3043 [ 96,6625 | 16 | 6,1556 | 99,0000 4 ,8165 | 91,7778 | 18 | 22,8685 | 93,7345 | 55 | 17,5071 | 84,3143 7| 36,8617 | 94,0992 | 120 | 17,2681
Tabla 28: Distribucion de las MA por Tiempo de duplicacién linfocitaria.
tiempo cate
<12 >12 No hubo Total
% z § =3 é z 59 % z § =3 é z § =%
S o~ S a* S [a T S a*
CD19/CD44 95,9333 | 42 | 6,3348 | 98,8188 | 16 | 1,1339 | 97,6613 | 62 | 2,6780 | 97,2108 | 120 | 4,3236
CD19/CD49%b 3,7857 | 42| 8,4831 | 3,3000 | 16 | 3,8859 | 6,5113 | 62 | 16,7891 | 5,1292 | 120 | 13,1632
CD19/CD49d 12,3190 | 42| 27,4581 | 17,2313 | 16 | 34,4434 | 17,3032 | 62 | 31,7958 | 15,5492 | 120 | 30,5483
CD19/CD49 e 9571 | 42| 1,3839 ,8250 | 16 | 1,4341 ,7823 | 62 1,1108 ,8492 | 120 | 1,2483
CD19/CD62 2L | 25,0262 | 42 | 29,7402 | 22,3500 | 16 | 27,0094 | 23,1645 | 62 | 27,0755 | 23,7075 | 120 | 27,8117
CD19/CD18 28,3405 | 42 | 39,2461 | 29,0563 | 16 | 40,8787 | 33,1935 | 62 | 37,9838 | 30,9433 | 120 | 38,5538
CD19/CD54 21,0119 | 42 | 30,6886 | 13,3500 | 16 | 24,0202 | 19,6581 | 62 | 30,6931 | 19,2908 | 120 | 29,7654
CD19/CD11a 11,1060 | 42 | 20,6019 | 11,9688 | 16 | 25,8925 | 16,1452 | 62 | 26,0874 | 13,8246 | 120 | 24,1966
CD19/CD11b 2,6381 | 42 | 4,3448 | 10,2125 | 16 | 19,4056 | 7,7262 | 61 | 15,6748 | 6,2647 | 119 | 13,6843
CD19/CD11c 18,4571 | 42| 21,4677 | 29,5688 | 16 | 29,0187 | 25,7065 | 62 | 24,7867 | 23,6842 | 120 | 24,4191
CD19/CD50 97,8146 | 41| 2,8250 | 90,5067 | 15 | 25,5045 | 92,5258 | 62 | 20,3004 | 94,1068 | 118 | 17,4134
Estadisticos de contrastkP
CD19/CD50|CD19/CD11¢|CD19/CD11b|CD19/CD11a|CD19/CD54 [CD19/CD18 |CD19/CD62 2L [CD19/CD49 e|CD19/CD49d [CD19/CD49b |CD19/CD44
Chi-cuadradd 2,767 2,756 9,755 2,329 172 3,198 1,073 2,909 4,639 1,506 8,171
gl 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
Sig. asintot. 429 ,431 ,021 ,507 ,856 ,362 ,784 ,406 ,200 ,681 ,043

a. Prueba de Kruskal-Wallis
b. Variable de agrupacién: T DUPLICACION

Tabla 29: Distribucidn de las MA por grado de infiltracién medular.
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INF/LINF MO
0-20 21-50 51-75 >75 4 Total
= 3 2 ; 8 s 2 s 2 s 2 s
B |z| 22| 8 |z| %e| 8 |z| 2| B |z| %e| 8 |=z| 2| % |z| %2
= [l > (ol S (ol = a* S [alhad s [athad
CD19/CD44 98,0000 9| 1,8708 | 97,3125 8 | 3,0107 | 97,3000 | 52  4,9975 | 96,7375 | 40 | 4,3303 | 97,7923 | 13| 3,0004 | 97,2205 | 122 | 4,2872
CD19/CD49%b 3,7444 9| 5,2944 | 1,2000 8| 15964 | 4,7019 | 52 | 10,9680 | 4,2600 | 40 | 11,6594 | 12,1615 | 13 | 26,0792 | 5,0516 | 122 | 13,0679
CD19/CD49d 10,8333 9 | 28,2746 | 35,6375 8 | 45,8599 | 15,0519 | 52 | 28,8488 | 13,9200 | 40 | 30,5219 | 11,0462 | 13 | 25,5279 | 15,2926 | 122 | 30,3584
CD19/CD49 e ,4667 9 ,3905 | 11,2125 8| 1,0439 ,9596 | 52 | 1,3100 ,8075 | 40 | 1,4159 ,6231 | 13 ,7540 ,8541 | 122 | 11,2369
CD19/CD62 2L | 21,9778 9 | 31,2543 | 18,4750 8 | 31,0653 | 23,7923 | 52 | 25,0400 | 23,1825 | 40 | 29,8779 | 32,6000 | 13 | 34,3841 | 24,0484 | 122 | 28,2872
CD19/CD18 31,6222 9 | 41,9324 | 55,7750 8 | 44,3581 | 22,8788 | 52 | 31,5649 | 35,0200 | 40 | 42,5256 | 29,8462 | 13 | 41,5453 | 30,4041 | 122 | 38,4469
CD19/CD54 2,9111 9| 29148 | 17,0375 8 | 30,8436 | 16,6385 | 52 | 26,4480 | 24,8800 | 40 | 34,0331 | 22,7154 | 13| 33,3498 | 19,0016 | 122 | 29,4765
CD19/CD11a 15,9889 9 | 32,0814 | 20,8187 8 | 30,0768 | 17,9500 | 52 | 27,2025 | 6,7900 | 40 | 12,0607 | 11,0000 | 13 | 26,8950 | 13,5939 | 122 | 24,0614
CD19/CD11b 4,2444 9| 50570 | 5,5875 8| 51908 | 53882 | 51| 10,2228 [ 7,5075 | 40| 17,0919 | 7,6231 | 13| 20,3556 | 6,2570 | 121 | 13,5859
CD19/CD11c 14,8444 9| 94591 | 32,7250 8 | 24,0631 | 25,7500 | 52 | 25,8145 | 22,8700 | 40 | 25,9601 | 16,3846 | 13 | 18,2454 | 23,4607 | 122 | 24,2788
CD19/CD50 98,2444 9 | 2,3917 | 97,9875 8 | 2,7987 | 93,0980 | 50 | 18,3626 | 92,4100 | 40 | 21,6047 | 97,8846 | 13| 1,6175 | 94,0992 | 120 | 17,2681
Estadisticos de contraste 2P
CD19/CD44 | CD19/CD49b | CD19/CD49d | CD19/CD49e | CD19/CD622L | CD19/CD18 | CD19/CD54 | CD19/CD1lla | CD19/CD11b CD19/CD11c | CD19/CD50
Chi-cuadrado 1,267 2,562 3,664 3,819 1,463 3,626 3,582 6,056 ,643 2,226 2,290
gl 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
Sig. asintot. 737 464 ,300 ,282 ,691 ,305 ,310 ,109 ,887 527 ,514
a. Prueba de Kruskal-Wallis
b. Variable de agrupacién: INF/LINF MO
Estadisticos de contraste®°
CD19/CD50 | CD19/CD11c | CD19/CD11b | CD19/CD1la | CD19/CD54 | CD19/CD18 | CD19/CD62 2L | CD19/CD49 e | CD19/CD49d | CD19/CD49b | CD19/CD44
Chi-cuadrado 3,001 6,973 2,110 7,218 1,417 5,456 1,159 2,387 3,185 4,023 2,088
gl 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
Sig. asint6t. ,558 ,137 ,715 ,125 ,841 ,244 ,885 ,665 ,527 ,403 ,720
a. Prueba de Kruskal-Wallis
b. Variable de agrupacién: BMO
Tabla 30: Distribucion de MA por grado de linfocitosis.
LINF/ABS/SP
<10 10-25 26-50 >50 Total
© - © - © - © - © .
2 z 2o 2 z 2o 2 z 2o 2 z 2o 2 z 2o
> o* > o* > o* > o* > o*
CD19/CD44 96,5333 [ 36 | 4,3139 | 97,7180 | 50 2,8885 [ 96,2450 | 20 7,4643 | 98,5000 | 17 1,4701 | 97,2398 | 123 | 4,2749
CD19/CD49b 7,2611 | 36 | 18,6938 2,2840 | 50 2,8950 [ 9,8500 [ 20 | 18,9139 2,6059 | 17 2,7763 5,0154 | 123 | 13,0204
CD19/CD49d 18,5833 | 36 | 32,9406 | 15,8420 | 50 | 31,9408 | 11,5900 | 20 | 25,4521 | 10,5059 | 17 | 25,3257 | 15,2154 | 123 | 30,2458
CD19/CD49 e 1,0444 | 36 1,5769 ,6460 | 50 ,7552 1,3200 | 20 1,7588 4706 | 17 ,3197 ,8480 | 123 1,2337
CD19/CD62 2L | 15,4861 | 36 | 20,7301 | 30,0220 | 50 | 32,3233 | 18,0350 | 20 | 23,0912 | 30,3529 | 17 | 30,7655 | 23,8642 | 123 | 28,2450
CD19/CD18 43,6028 | 36 | 40,2855 | 22,2780 | 50 | 34,9025 | 27,3100 | 20 | 36,2922 | 29,1235 | 17 | 41,6581 | 30,2837 | 123 | 38,3123
CD19/CD54 24,6750 | 36 | 34,2792 | 18,9000 | 50 | 29,7775 | 19,7250 | 20 | 30,1294 | 10,8471 | 17 | 20,3626 | 19,6114 | 123 | 30,1243
CD19/CD11a 20,0069 | 36 | 28,8077 | 12,2500 | 50 | 22,3861 | 13,9250 | 20 | 26,1439 2,9706 | 17 2,2242 | 13,5102 | 123 | 23,9805
CD19/CD11b 11,0083 | 36 | 19,7189 3,3388 [ 49 3,6088 6,5650 | 20 | 14,9560 | 3,8882 | 17 | 12,1814 | 6,2074 | 122 | 13,5407
CD19/CD11c 27,0583 | 36 | 26,9304 | 23,5100 | 50 | 25,1718 | 16,0450 | 20 | 19,9275 | 23,0471 | 17 | 19,8835 | 23,2707 | 123 | 24,2707
CD19/CD50 89,7306 | 36 | 26,0945 | 95,6120 | 50 | 14,4147 | 96,7105 | 19 2,9480 | 96,4563 | 16 | 4,6656 | 94,1463 | 121 | 17,2038
Estadisticos de contrasté®
CD19/CD44 |CD19/CD49b |CD19/CD49d |CD19/CD49 e |[CD19/CD62 2L |CD19/CD18 |CD19/CD54 [CD19/CD11
Chi-cuadrado 7,490 5,760 5,962 1,695 2,302 11,979 1,231 7,36
ol 3 3 3 3 3 3 3
Sig. asintot. ,058 ,124 ,113 ,638 ,512 ,007 7146 ,06

a. Prueba de Kruskal-Wallis
b. Variable de agrupacién: LINF/ABS/SP

Tabla 31: Distribucidon de MA por Grado de Respuesta a Tratamiento.
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RESPUESTA 12
RC RP E Progre notto Total

% z § = % z é k=3 ';5 z § =3 % z § k= % z é =

= ar = ar S a* s A= s A%
CD19/CD44 97,2786 14 3,6703 | 95,3381 21 7,9055 | 96,7800 5 4,3188 | 97,7422 83 2,7760 | 97,2398 | 123 4,2749
CD19/CD49% 10,4143 14 | 23,1800 6,2857 21 | 15,7533 1,5800 5 1,7513 3,9904 83 9,9597 5,0154 | 123 | 13,0204
CD19/CD49d 19,4643 14 | 33,6018 | 26,3048 21 | 38,9331 | 28,9000 5| 40,9295 | 10,8687 83 | 25,7976 | 15,2154 | 123 | 30,2458
CD19/CD49 e 9214 14 1,2116 1,4476 21 1,9732 ,9400 5 ,9762 ,6783 83 ,9555 ,8480 | 123 1,2337
CD19/CD62 2L 17,6643 14 | 25,5160 | 17,8619 21 | 20,3119 1,7000 5 ,9192 | 27,7639 83 | 30,3631 | 23,8642 | 123 | 28,2450
CD19/CD18 28,2500 14 | 39,4387 | 19,4619 21 | 33,4896 | 52,3000 5| 41,3475 | 32,0386 83 | 38,9479 | 30,2837 | 123 | 38,3123
CD19/CD54 28,3714 14 | 29,8571 | 26,2762 21 | 34,6248 | 51,3000 5| 46,8345 | 14,5386 83 | 26,4132 | 19,6114 | 123 | 30,1243
CD19/CD11a 19,3643 14 | 31,8832 | 15,0190 21 | 28,7965 | 25,9500 5| 31,8532 | 11,3916 83 | 20,5492 | 13,5102 | 123 | 23,9805
CD19/CD11b 4,6143 14 5,7983 5,8524 21 | 14,0042 | 10,6000 5| 14,3529 6,3024 82 | 14,4302 6,2074 | 122 | 13,5407
CD19/CD11c 25,6143 14 | 30,6318 | 14,8524 21 | 17,2932 | 19,0800 5| 28,7117 | 25,2578 83 | 24,2972 | 23,2707 | 123 | 24,2707
CD19/CD50 97,9786 14 1,3752 | 97,5895 19 4,4238 | 81,6400 5| 37,9449 | 93,4651 83 | 18,5212 | 94,1463 | 121 | 17,2038

Estadisticos de contrast&®?

CD19/CD50 |CD19/CD11c |CD19/CD11b |CD19/CD11a|CD19/CD54 [CD19/CD18 [CD19/CD62 2L |CD19/CD49 e |CD19/CD49d |CD19/CD49b |CD19/CD44
Chi-cuadrado} 1,042 ,858 ,337 ,941 ,636 5,735 4,730 1,646 3,207 1,395 471
gl 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Sig. asintot. ,594 ,651 ,845 ,625 127 ,057 ,094 ,439 ,201 ,498 ,790

a. Prueba de Kruskal-Wallis
b. Variable de agrupacién: RESPUESTA 12
Tabla 32: Distribucién de las MA por Estado del paciente.
COMENTARIO
Vivo Exitus Total
£ z ? s g z ;o g z Z s
s al s el s [als

CD19/CD44 97,5367 98 4,0899 96,0760 25 4,8498 97,2398 123 4,2749

CD19/CD49b 5,2847 98 14,3801 3,9600 25 4,9560 5,0154 123 13,0204

CD19/CD49d 17,9694 98 33,1158 4,4200 25 8,1002 15,2154 123 30,2458

CD19/CD49 e 7888 98 1,0894 1,0800 25 1,6941 8480 123 1,2337

CD19/CD62 2L 26,4827 98 29,9457 13,6000 25 17,1254 23,8642 123 28,2450

CD19/CD18 32,1071 98 39,7686 23,1360 25 31,6644 30,2837 123 38,3123

CD19/CD54 18,4898 98 28,5923 24,0080 25 35,8270 19,6114 123 30,1243

CD19/CD1la 14,6648 98 25,4680 8,9840 25 16,5823 13,5102 123 23,9805

CD19/CD11b 6,8133 98 14,6362 3,7333 24 7,2936 6,2074 122 13,5407

CD19/CD11c 26,3929 98 25,2254 11,0320 25 15,0595 23,2707 123 24,2707

CD19/CD50 94,0361 97 17,2727 94,5917 24 17,2819 94,1463 121 17,2038

Estadisticos de contrasté-?

CD19/CD44 | CD19/CD49b | CD19/CD49d | CD19/CD49 e | CD19/CD62 2L | CD19/CD18 | CD19/CD54 | CD19/CD11a | CD19/CD11b | CD19/CD11c | CD19/CD50
Chi-cuadrado 2,246 1,051 ,001 ,263 2,136 ,005 ,015 2,483 3,675 11,531 ,007
gl 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Sig. asintot. ,134 ,305 971 ,608 ,144 ,945 ,901 ,115 ,055 ,001 ,935

a. Prueba de Kruskal-Wallis
b. Variable de agrupacién: COMENTARIO
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Tabla 33: Distribucién de CD11c en grupo de pacientes Vivos/Exitus

cdllccategorizada
<20 >20 Total

COMENTARIO Vivo Recuento 54 44 98

% de COMENTARIO 55,1% 44,9% 100,09

% de cd1lccategorizada 73,0% 89,8% 79,7%

% del total 43,9% 35,8% 79,7%

Exitus  Recuento 20 5 25

% de COMENTARIO 80,0% 20,0% 100,0%

% de cdllccategorizadal 27,0% 10,2% 20,3%

% del total 16,3% 4,1% 20,3%
Total Recuento 74 49 123

% de COMENTARIO 60,2% 39,8% 100,0%

% de cd1lccategorizada 100,0% 100,0% 100,0%

% del total 60,2% 39,8% 100,09

Pruebas de chi-cuadrado
Sig. asint. | Sig. exacta | Sig.exacta | Probabilidad
Valor gl (bilateral) (bilateral) | (unilateral) en el punto

Chi-cuadrado de Pearson 5,152° ,023 ,038 ,018
Correccion de continuidatl 4,165 ,041
Razén de verosimilitud 5,543 ,019 ,024 ,018
Estadistico exacto de Fisher ,024 ,018
Asaciacion lineal por lineal 5,110¢ 1 ,024 ,038 ,018 ,014
N de casos validos 123

a. Calculado s6lo para una tabla de 2x2.

b. 0 casillas (,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5.

C. El estadistico tipificado es -2,261.

La frecuencia minima esperada es 9,96.
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ANEXO 3

Figura 1: Curva de Kaplan-Meier de supervivencia de LLC y otros SLPC.
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Figura 2: Supervivencia distribuida por grupos de pacientes seqln score.
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Figura 3: Curva de supervivencia de pacientes tratados y no tratados.

Funciones de supervivencia

1,2
1,0 o
+
i
81 T
+
E +h

,6 4 HH tratamientono tratam
g j
3 — B no tratados
8 4
8 + no tratados-censurad
5]
c 1 +—+
[ o
>
2 2
S tratados
g i
a 0,0 + tratados-censurado

0 100 200 300 400

tiempo seguimiento meses

Figura 4: Tablas de supervivencia segun los Estadios de Binet, Rai y Ann-Arbor
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Figura 5: Curva de supervivencia segun duplicacidn linfocitaria.
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Figura 6: Curva de supervivencia segun positividad de CD11c.
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DISCUSION
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El empleo de los anticuerpos monoclonales y la determinacion de las
inmunoglobulinas de superficie en la CMF ha permitido la caracterizacion de los linfocitos
malignos en los SLPC y han contribuido a su definicién como de estirpe B.

Para realizar la estratificacion clinica en los pacientes afectos de SLPC se han
propuesto dos sistemas de estadiaje. Ambos recogen informacion referente a cifras de
valores sanguineos y signos fisicos, como la presencia de linfoadenopatias y
visceromegalias. Estos sistemas de estadiaje proporcionan una guia para determinar la
supervivencia media, pero son incapaces de identificar aquellos pacientes en estadios
iniciales cuya enfermedad es probable que permanezca quiescente, y que, por lo tanto, no
serian subsidiarios de una intervencion terapéutica temprana. Tampoco definen aquellos
sujetos en los que el riesgo de progresion de la enfermedad es mayor asi como la
probabilidad de respuesta al tratamiento.

Las MA estan directamente implicadas en numerosos procesos organicos, entre
ellos los fendmenos de recirculacion y homing linfocitario y, por tanto, su patron parece
influir entre otros aspectos en la patogénesis de la diseminacién de las células neoplasicas.

En este trabajo estudiamos la expresion de las MA y su relacion con factores
prondsticos ya aceptados, como son estadios clinicos, tiempo de duplicacion linfocitaria o
masa tumoral; todo ello para conocer el posible papel que juegan las MA en la progresion
de la enfermedad, que pueda ayudar en la futura evolucion de los pacientes y en la

aplicacion de terapéuticas individualizadas.
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1. EXPRESION DE LAS MA Y LAS DIFERENTES ENTIDADES

(DIAGNOSTICO DIFERENCIAL).

La expresion de los diferentes anticuerpos por CMF puede suministrar una util
informacion para la caracterizacion y diagnéstico de los SLPC, asi como también podrian
utilizarse para la deteccién de enfermedad minima residual.

Nosotros hemos observado en general una baja expresion de las f1 y B2 integrinas
en los SLPC. Las B2-integrinas presentan una baja incidencia en los SLPC. Por lo que
respecta al CD11a suele tener una baja expresion en la LLC en comparacién con el resto de
SLPC, como se refleja en la revision realizada por Baldini L et al (1992), Csanaky G et al
(1997) y Lucio PJM et al (1998). Igual sucede con el CD11b cuya baja incidencia en estas
patologias es demostrada por Plate JM et al (2000), y cuya positividad esta relacionada con
la presencia de esplenomegalia y linfoadenopatias, proponiendo estos autores al CD11b por
su baja positividad como una caracteristica de la LLC. También apuntan que dicha MA
podria actuar como posible marcador distintivo de otros SLPC, como por ejemplo en el
diagnostico diferencial con el Lin donde siempre es positivo.

Por otro lado, el CD11c también presenta una baja incidencia en los SLPC en
general, siendo utilizado como marcador Unico de la TL cuando se coexpresa con el CD22,
pudiendo distinguirse la LLC y TL por su intensidad ya que en el caso de la TL su
expresion es 30 veces mas intensa que en la LLC. En la serie presentada por Marotta G et
al (2000) en la que han realizado un estudio evaluando la positividad global y la intensidad
de fluorescencia de CD11c en una serie de 155 pacientes, el 100% de las TL mostraban
positividad para dicha MA frente al 49% de LLC y el 57% de los LNH, apoyando que

pudiera ser un parametro util en el diagnostico diferencial de SLPC.
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Asimismo otros autores como Matutes E et al (1994) y Gotic M et al (2000)
proponen CD11c como marcador util en el diagnostico diferencial de la TL, ya que por
ejemplo en la serie estudiada por Gotic el 100% de los casos de TL coexpresaban
CD19+/CD11c, asi como en la serie estudiada por Robbins BA et al (1993) el 100% de las
TLy el 74% de las LLC coexpresaban CD19/CD11c, a diferencia del resto de SLPC donde
la expresion es escasa.

Por ultimo, al igual que las anteriores B2-integrinas, la incidencia de positividad del
CD18 es baja en los SLPC, expresandose en una amplia variedad de lineas celulares
hematopoyéticas, incluyendo células progenitoras. En nuestro estudio los pacientes con
mayor expresion en fue en el grupo de SLPC no-LLC (p=0.022) o lo que es lo mismo, la
menor expresion de CD18 (p=0.004) corresponde a pacientes con scores de Matutes mas
altos (diagnostico de LLC).

En resumen, aun a pesar de presentar una baja incidencia en nuestra serie,
observamos que las B2-integrinas presentaban mayor incidencia en el grupo de las LLC
respecto al grupo de SLPC no-LLC excepto para CD18, que es menor, siendo explicada la
presencia de marcadores CD11 en algunas LLC como un estado de activacion en el que los
linfocitos adquieren caracteristicas de linfocitos en estadios mas maduros, como sugiere
Hanson CA et al (1990), mostrando este subtipo de LLC caracteristicas de comportamiento
diferentes.

Respecto a las B1-integrinas practicamente estan ausentes en nuestra serie, al igual
que en la bibliografia revisada, siendo negativas en la mayoria de los SLPC, salvo la
CD49d en que obtuvimos una escasa representacion, ya que tan solo en 11 casos obtuvimos
positividad para dicha MA. Al igual que en las series revisadas de Eksioglu-Demiralp E et

al (1996), y de Csanaky G et al (1997) los pacientes presentaron una mayor expresion de
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CD49d en el grupo de los SLPC no-LLC y una menor expresion en el grupo de las LLC.
Estas diferencias fueron estadisticamente significativas (p=0.002).

Respecto a la superfamilia de las inmunoglobulinas, obtuvimos una alta expresion
de CD50, de forma similar a la serie de Molica S et al (1996) en la que los 23 pacientes
diagnosticados de LLC expresan dicha molécula, a diferencia de otros SLPC, donde la
incidencia de dicha MA esta disminuida. Por ejemplo, en la serie de Terol MJ et al (1996)
en el estudio realizado a 101 pacientes diagnosticados de LNH, 26 de EH y 38 con tumores
solidos se demuestra una tendencia a hacerse negativo en los LNH de alto grado, siendo
siempre negativo en todos los subtipos histologicos de EH. Aunque nosotros no hemos
podido establecer diferencias en nuestra serie entre la expresion de CD50 en el grupo de
LLC y otros SLPC no-LLC, proponemos continuar estudios de dicha molécula con el fin de
poder utilizarla en el diagndstico diferencial.

Respecto al CD54, se ha podido demostrar que conforme avanza el grado de
diferenciacién celular se observa un mayor grado de positividad del CD54, por lo que la
relacion obtenida en nuestra serie entre valores altos de CD54 y scores mas altos podria ser
explicado por la existencia de una poblacion de LLC con mayor grado de diferenciacién
celular, como han apuntado ya otros autores. Ademas, la baja expresion de CD54 en
nuestros pacientes, al igual que en otras series como la de Csanaky G et al (1997) y De
Rossi G (1993) puede reflejar un estado de activacion celular inducido por citoquinas
producidas por las células malignas B u otro tipo de células; propuesta que apoyamos dada
la baja incidencia de positividad en nuestra serie y confirmada por los resultados obtenidos
con las B2-integrinas. Por otro lado la relacion obtenida (p=0.048) entre el nimero de

enfermos positivos para CD54 en el grupo de otros SLPC no-LLC frente al grupo de LLC,
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viene explicada por el mayor grado de diferenciacion de la celularidad del resto de SLPC
no-LLC, como son la TL o el Linfoma de la zona marginal.

Acerca de las selectinas, obtuvimos mayor proporcion de pacientes que expresaban
el CD62 en LLC, o lo que es lo mismo, estaba expresada también en pacientes con scores
altos de forma estadisticamente significativa, resultado que puede estar relacionado con la
capacidad de migrar a la circulacion y diseminarse de los linfocitos. De forma similar que
en la serie de Spertini O et al (1991), de los 118 pacientes con hemopatias malignas
obtuvieron una mayor frecuencia de positividad en los LLC que en el grupo de otros SLPC,
demostrando similares resultados en la serie de Csanaky G et al (1997) y Lucio PJM et al
(1998). Por otro lado, la baja incidencia de CD62 en los otros SLPC la explican Gu B et al
(2001) como que viene determinada por un secuestro de los linfocitos en el espacio
vascular, y por lo tanto, parece ser un factor que contribuye al aumento del recuento celular
en ausencia de organomegalias. Los trabajos de por Lucio PJM et al (1998) apoyan esta
teoria ya que también afirma que la positividad para CD62 parece independiente de la masa
tumoral y del diagnostico, pudiendo reflejar una anormalidad en la circulacién de linfocitos
B neoplésicos relacionada con un papel de la molécula en la capacidad de adhesion a las
células endoteliales como parte del proceso de migracion.

Por altimo, encontramos que el CD44 se expresaba en todos los casos, de forma
similar a lo referido en la literatura, donde se expresa en casi todas las LLC, sin poder
establecer una asociacion con la supervivencia o el pronostico, pudiendo ello demostrar que
la expresion de dicha MA en nuestra serie es solo indicativo de un mayor grado de
diferenciaciéon de los linfocitos en las LLC y la expresion se pierde en las neoplasias

linfoides de diferenciacién intermedia.
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Por lo tanto y dados los resultados obtenidos, podriamos proponer la utilizacién del
CD18, CD49d y CD54 como marcadores de SLPC no-LLC frente a LLC, a diferencia del
CD62 que seria mejor de LLC, pero dada la baja incidencia total de dichas moléculas en los
SLPC en general, parecen poco adecuados para su utilizacion como marcadores

diagnosticos.

2. CORRELACION ENTRE LAS MA Y LOS ESTADIOS CLINICOS.

Realizamos estudio entre las diferentes MA y los estadios de la enfermedad al
diagnostico, ya que el estadio al diagnostico es un pardmetro pronostico clasico e
interesaba conocer si existian diferencias entre MA y estadios para intentar dilucidar si
podiamos identificar aquellos pacientes que aun siendo diagnosticados en estadios precoces
iban a progresar con rapidez.

Respecto a las p2-integrinas, no hemos podido en nuestra serie obtener correlacion
con estadios de la enfermedad al diagnostico, a pesar de que en la bibliografia se obtienen
en algunas series un valor pronostico para el CD11a. Rabionowitz R et al (1991), Domingo
A et al (1997), y Drillenburg P y Steven (2000), comentan la posibilidad de atribuirle valor
pronodstico a CD11a, ya que esta MA suele ser negativa en estadios avanzados de la
enfermedad, y a la vez otros autores la relacionan con una baja probabilidad de
diseminacion hematogena Pinto A et al (1993) y Lucio PJM et al (1998). Igual ocurre con
el CD11c, en que autores como Eistere W et al (1996) y Marotta G et al (2000), han
encontrado correlacién entre la negatividad de dicha MA y estadios avanzados de
enfermedad, asi como para el CD18 (Domingo A et al (1997). Estos autores correlacionan

la baja o falta de expresion de CD18 con estadios avanzados de la enfermedad, a diferencia
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de la serie estudiada por Csanaky G et al (1997), en 56 pacientes con SLPC en la que no
pudo establecer dicha relacion. Por otro lado respecto al CD11b, las células neoplasicas
muestran una baja incidencia de positividad para la misma, a diferencia de la intensa
expresion que presenta en células normales, sin que se pueda establecer relacién
estadisticamente significativa con los distintos estadios clinicos (Lucio PJM et al, 1998).

Por lo que respecta a las Bl-integrinas, el CD49d es la Bl-integrina que mas
constantemente se expresa en los SLPC. No hemos podido establecer relacion con estadios
de enfermedad al igual que Baldini L et al (1992), mientras que Lucio PJM et al (1998) si
pudieron establecer relacion entre la expresion de la MA y la masa tumoral o lo que es lo
mismo estadios avanzados de la enfermedad.

Tan solo obtuvimos relacion entre estadios avanzados de enfermedad y CD54, al
igual que la mayoria de las series de la bibliografia como la de Christiansen | et al (1994),
Domingo A et al (1997), Lucio PJM et al (1998), Kamper E et al (1999) y Molica S et al
(1995) en cuya serie compard un grupo de 95 pacientes con LLC y un grupo de control de
25 sanos, mostrando altos niveles de CD54 (por determinacién en suero por
inmunoanalisis) en los pacientes con estadios avanzados de la enfermedad. Christiansen y
Lucio sugieren que el CD54 puede jugar un papel en el tropismo de los linfocitos
neoplasicos a los tejidos linfoides, relacionando la expresion del CD54 con la masa
tumoral, proponiéndolo como un marcador de masa tumoral e indicador prondstico en la
progresion de enfermedad.

A diferencia de las anteriores MA, el CD62 presenta mayor incidencia de
positividad en estadios iniciales de la enfermedad segun refleja la serie estudiada por
Csanaky G et al (1997) y la de Angelopoulou MK et al (1999), en la que la relacionan con

linfocitosis sin linfoadenopatias o visceromegalias, es decir estadios precoces de la
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enfermedad. Nosotros no hemos podido demostrar relacion estadisticamente significativa
del CD62 con estadio clinico, linfocitosis 0 masa tumoral, al igual que lo publicado por
Lucio PJM et al (1998). Sin embargo, en el estudio multivariante CD62 actla como
marcador independiente de buen prondstico, mostrando los pacientes con positividad a esta
molécula una mayor supervivencia. Es también un factor implicado en las necesidades
terapéuticas. Asi, la poblacion con positividad para CD62 tiene un menor riesgo de requerir
tratamiento. Es por tanto en su conjunto un buen indicador de enfermedad poco agresiva.

Y por ultimo respecto al CD44, en los LNH los niveles altos séricos de CD44 al
diagnostico estdn asociados a estadios avanzados, a una peor respuesta al tratamiento y
constituye un factor prondéstico independiente y desfavorable para la supervivencia como se
refleja en las series de Eistere W et al (1996) y Ristaméki R et al (1998). En la revision
realizada por Drillenburg P y Pals TS (2000) sugieren que la expresion del CD44 tiene un
importante papel en el comportamiento biolégico de los LNH y muestran que puede ser un
marcador predictivo de la enfermedad, respecto a la supervivencia libre de enfermedad y a
la supervivencia global. Ristamdki R et al (1998) en el estudio de 123 pacientes
diagnosticados de LNH demostrd asociacion entre niveles altos de CD44 y peor
supervivencia global, valores altos de LDH y grados histoldgicos altos, no pudiendo en el
estudio multivariante establecer al CD44 como factor prondstico independiente. Eistere W
et al (1996) establecen al CD44 como factor pronoéstico independiente para la supervivencia
global en el andlisis multivariante. Asi ademéas son capaces de establecer un grupo de
pacientes distinguidos porque presentan CD44+ y CD1lc-, asociados a enfermedad
avanzada y peor prondstico, los cuales presentaban una forma mas agresiva de enfermedad.

Algunos autores como Matutes E y Polliack A (2000) afirman que la fuerte expresion del
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CDA44 esta asociado con estadios avanzados y peor prondstico. En nuestras manos, CD44 es
expresado de forma universal, sin obtener diferencias significativas en cuanto al prondstico.

Respecto a los resultados obtenidos en nuestra serie, observamos que existe una
expresion ligada al CD11a con las siguientes MA: CD49d, CD11b y CD54. Todas ellas
relacionan su positividad con estadios avanzados de la enfermedad y por lo tanto con alta
masa tumoral. La relacién podria explicarse ya que son moléculas relacionadas entre si en
los procesos inflamatorios: de entre los factores liberados en la inflamacién (IL-1 y factor
necrotico tumoral TNF), la IL-1 aumenta la expresion del CD106 presente en el endotelio
vascular activado, siendo éste el mediador en la union de los linfocitos y monocitos con el
CD49d. Por otro lado, el TNF aumenta el CD106 y también el CD54, el cual se expresa en
el endotelio vascular activado siendo el mediador para el CD11a (Bevilacquad MP 1993).
También se ha visto que, a través de la unién con su ligando, el CD54 facilita la
extravasacion de los linfocitos y por lo tanto tiene un papel coestimulador en la activacion
de los linfocitos T, por lo que su pérdida supondria un escape del sistema de
inmunovigilancia, lo cual conduciria a la diseminacion, segun Lépez-Guillermo A 'y Cobo

F (1999), lo que llevaria a estadios avanzados de la enfermedad y a un peor prondstico.

3. MA Y FACTORES PRONOSTICOS CLASICOS,

Una vez conocidos los factores prondstico clasicos, hemos podido constatar segun la
bibliografia revisada, que las diferentes MA y el patron difuso de infiltracion medular en
general estan relacionadas.

Ahora bien, a pesar de la baja incidencia de positividad del CD11a en nuestra serie, si

hemos podido observar una tendencia entre el patrén nodular de infiltracion y la presencia
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de dicha MA, relacion establecida entre ambas variables en los LNH de bajo grado en la
revision realizada por Pinto A et al (1993) y Angelopoulou MK et al (1999). Dicha relacion
podria ser explicada porque la positividad del CD11a parece influir en el comportamiento
no leucémico de las neoplasias linfoides de bajo grado, afirmando que el CDlla
mantendria la arquitectura de la médula 6sea, de manera que los linfocitos neoplasicos que
carecen de la misma no pueden interaccionar y, por lo tanto, tienen mas tendencia al
crecimiento difuso, teoria apoyada por Domingo A et al (1997) en cuya serie establece la
negatividad de CD11ay el patron de infiltracion difuso.

Asi otros autores como Pinto A et al (1991) relacionan el patron difuso de
infiltracion con la negatividad para CD11b y CD11c, y Sembries S et al (1999) pudo
establecer relacion solo entre la expresién de CD11c y el patron difuso de infiltracion, a
diferencia de Molica S et al (1994) en cuya serie de 99 pacientes no pudo demostrar
relacion entre dichas MA y el patron de infiltracion.

Asi mismo Domingo A et al (1997) correlaciona la baja o falta de expresion del
CD18 con patron de infiltracion difusa.

Por otro lado autores como Molica A et al (1995) y Kamper E et al (1999), han
demostrado correlacion entre la expresion del CD54 y el patron difuso de infiltracion, asi
como De Rossi G (1993), que diferencio tres grupos de pacientes positivos para CD44
(altos, medios y bajos valores) mostrando que aquellos pacientes con valores mayores
presentaban mayor incidencia de patron difuso de infiltracién. Nosotros no hemos podido
demostrar en nuestras series este tipo de correlacion.

Respecto a otro factor pronostico ampliamente conocido como es el tiempo de
duplicacion linfocitaria, Domingo A et al (1997) en cuya serie pudo establecer relacion

entre tiempos de duplicacion cortos y la falta o baja expresion del CD18, asi como con la
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positividad del CD54. Nosotros si obtuvimos en el caso del CD44 relacidn entre tiempos de
duplicacion linfocitarias mayores de 12 meses o la no existencia de duplicacion, con
valores altos de esta MA, a diferencia de Angeloupolou MK et al (1999) que establecid
relacion entre tiempo de duplicacion linfocitaria cortos y valores més altos de células
positivas. La relacidn establecida en nuestra serie entre tiempos largos o la no duplicacion y
la expresion del CD44, podria ser explicada por la presencia en nuestra serie de un grupo
homogéneo de pacientes en estadios precoces de la enfermedad, con poca agresividad de la
enfermedad y ser esta MA en esta serie tan solo reflejo de un mayor grado de
diferenciacién linfocitaria, sin poder conferirle valor pronostico dada la homogeneidad del
grupo estudiado.

Otro factor prondstico clasico es el recuento leucocitario en sangre periférica. En
nuestra serie hemos podido establecer relacion entre la alta positividad de CD11b vy
recuentos bajos de linfocitos. Existen otros estudios como el realizado por Coxon et al
(1996) en donde se ha implicado al CD11b como inhibidor de apoptosis leucocitaria,
posibilitando que deficiencias en ciertos SLPC puedan interferir en la induccion de
apoptosis en estos desordenes. Esto viene confirmado porque niveles altos de CD11b se
correlaciona ademas con tiempos de duplicacion largos.

En nuestra serie pudimos establecer relacion entre un alto recuento de valores
absolutos de linfocitos (o lo que es un simil, recuentos altos leucocitario, criterio clasico de
mal pronostico) y expresion alta de CD44, cuya relacion ha sido también establecida por
Angelopoulou MK et al (1999), no estando los tiempos de duplicacion aumentados. Dado
que en la LLC existe un blogueo de la apoptosis (etiopatogenia ya demostrada en la LLC)
lo que determina una acumulacion de linfocitos, y por otro lado mi grupo presenta tiempos

de duplicacion largos que apoyarian la teoria de que la poblacién estudiada por nosotros, es
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un grupo homogéneo de pacientes en estadios precoces de la enfermedad, por lo que no
existiria un aumento de proliferacion explicando asi los tiempos largos de duplicacién

linfocitaria y los altos recuentos.

4. PROGRESION.

En los SLPC hemos podido observar que existen pacientes en estadios precoces de
la enfermedad al diagndstico que rapidamente progresan a estadios superiores precisando
tratamiento y es de gran importancia para nosotros los clinicos el poder distinguir entre
enfermedades indolentes y agresivas.

Los resultados obtenidos en nuestra serie en el estudio univariante muestran que los
pacientes con niveles elevados de CD50, CD49e y CD18 tienen una mayor posibilidad de
progresar que los que presentan valores inferiores.

Por otro lado, Takashi R et al (1998) plantea por los resultados obtenidos en su
estudio que CD18 regula el crecimiento y la diferenciacion de algunas poblaciones
celulares hematopoyeéticas y que las células leucémicas sufren un anormal crecimiento a
través de la sobrexpresion y/o mutacion del CD18. Behr Sl et al (1998) observa que en su
serie los pacientes diagnosticados de LLC con expresién positiva para el CD18, presentan
peor prondstico, afirmacion que hemos podido corroborar ya que en nuestro estudio existe
significacion estadistica entre pacientes que progresaron y valores altos para dicha MA. Sin
embargo, Becheter O et al (1999) sobre 27 pacientes diagnosticados de LF identifico al

CD18 como factor prondstico independiente en pacientes con LF avanzado,
mostrando los pacientes con débil o falta de la expresion de dicha molécula una

supervivencia media mas corta que los pacientes que la expresaban.
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Respecto al CD50, obtuvimos que los pacientes con valores mas altos estaban
relacionados con la progresion de enfermedad, pudiendo explicar dichos resultados segun
la teoria de que el CD50 estd implicado en la regulacion de la migracién y el trafico de
linfocitos a los ganglios linfoides, con lo que favoreceria la diseminacion de enfermedad,
con presencia de linfadenopatias.

En las series de Molica S et al (1995) (1997) concluyen que el CD54 es un
parametro pronostico cuyo valor es independiente del estadio clinico, proponiéndolo como
mejor valor predictivo de progresion que el de estadio clinico avanzado, afirmacion que
corroboran Behr Sl et al (1998) asi como Matutes E y Polliack A (2000). Christiansen | et
al (1994) monitoriz6 niveles de CD54 durante la enfermedad en SLPC (progresion y
control de la enfermedad con tratamiento citoreductor), corroborando la idea de que el
CD54, puede ser considerado un marcador tumoral de la enfermedad. Por otro lado Horts E
et al (1991) lo relacionan con el crecimiento local tumoral, activacion celular, peor
respuesta a tratamiento y diseminacion por bloqueo del sistema de inmunovigilancia.
También nosotros encontramos que la positividad para CD54 es un factor independiente
que implica requerimientos terapéuticos, lo que indica de forma indirecta que se trata de

formas mas agresivas de SLPC.

5. RELACION ENTRE LA EXPRESION DE LAS MA, LA NECESIDAD DE

TRATAMIENTO Y LA SUPERVIVENCIA.

En el analisis multivariante entre el riesgo de precisar tratamiento y la expresion de

las diferentes MA hemos observado que la positividad del CD54 y CD49d predecian la
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necesidad de tratamiento mientras la positividad para CD62 disminuye la posibilidad de
precisar tratamiento.

También Terol MJ et al (1999) obtuvieron resultados similares, observando que la
negatividad o débil expresion de CD49d tiene un valor predictivo favorable para la
supervivencia global y libre de enfermedad y que valores altos de CD49d se correlaciona
con estadios avanzados de la enfermedad. Resultados acordes con los de nuestra serie, en
donde obtuvimos en el estudio multivariante que la presencia de dicha MA aumentaba el
riesgo de requerir tratamiento; por lo que con la expresion de dicha MA podriamos
identificar una poblacion que aunque al diagndstico esté en estadios iniciales debe ser
estrechamente controlada ya que pueden requerir tratamiento incluso antes que pacientes
con estadios mas avanzados al diagndstico.

Por otro lado respecto al CD54, ya hemos comentado la relacién entre su expresion
y la progresion de enfermedad, que viene avalada por maltiples estudios, concluyendo que
el CD54 es un parametro prondstico cuyo valor es independiente del estadio clinico
(Molica et al 1997). En nuestra serie no hemos podido establecer la relacion con la
progresion de enfermedad, pero si en el estudio multivariante hemos podido demostrar que
existe relacion entre la necesidad de precisar tratamiento y la positividad de dicha MA,
siendo parametros similares, ya que la progresiéon de enfermedad condiciona la necesidad
del tratamiento.

A la vista de los resultados obtenidos por nosotros y la bibliografia revisada, aunque
no hemos podido establecer al CD54 como factor prondstico independiente, nos atrevemos
a proponer que el grupo de pacientes positivos para dicha MA al diagndéstico, puede ser

identificado como pacientes que aun estando en estadios precoces de la enfermedad, dado
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que tienen una alta probabilidad de precisar tratamiento son pacientes que requieren un
seguimiento mas cercano frente a pacientes en igual estadio y que carecen de dicha MA.

Ademas en el estudio multivariante también demostramos que el CD11lc y CD62
pueden ser consideradas variables independientes con valor pronéstico ya que su
positividad demuestra una mayor supervivencia. En nuestro estudio hemos demostrado que
los pacientes que expresan el CD62 tienen una mayor supervivencia independientemente de
otros factores, frente a los que no la tienen; al igual que hemos observado que su expresion
disminuye el riesgo de requerir tratamiento, datos que no hemos podido contrastar con otras
series. Existe un estudio de LLC realizado por Prystas EM et al (1993) en el que estudia la
expresion del CD62 en LLC e individuos sanos, por CMF y Western blot, en cuyo estudio
demuestra diferencias cuantitativas entre los dos grupos mediante Western, indicando que
la diferencia no esta en la estructura primaria de dicha MA, sino en que los linfocitos de la
LLC presentan una glicosilacion aberrante comparada con los linfocitos del grupo de
sujetos sanos, proponiendo que dicha MA determinaria en los pacientes que la poseen un
comportamiento de los linfocitos similar al de poblacion general sana, por lo que apoya el
mejor comportamiento de nuestros pacientes que la poseen a diferencia de los que carecen
de la misma.

Ahora bien, en el estudio multivariante realizado para dicha molécula y su
correlacion con exitus/vivo observamos que existe una clara significacion estadistica
(p=0.009) entre los pacientes que han fallecido por la enfermedad y la negatividad de la
CD11c, por lo que planteamos que la expresion de dicha molécula puede ser utilizada como
un valor independiente de buen prondstico, lo cual nos seria de una gran utilidad a la hora
de valorar al diagndstico a los grupos de enfermos que se van a mantener durante un tiempo

mas prolongado en estadios precoces, a diferencia de aquellos en que la evolucion de la
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enfermedad puede ser mas agresiva y precisan por lo tanto un control méas estrecho por
parte del clinico. Respecto a los estudios previos realizados existe controversia con los
resultados, ya que en unos casos se asocia la positividad de dicha molécula con un curso
agresivo de la enfermedad, como en la serie estudiada por De Rossi G et al (1993) y en
otros casos con un curso indolente de la enfermedad, como la referida por Domingo A et al
(1997) o nuestro caso. También existe otro estudio realizado por Eistere W et al (1996) que
demuestra una mayor supervivencia en los pacientes que expresan CD11c, proponiéndolo
como factor pronéstico independiente. En este ultimo estudio el andlisis multivariante
también confirmo al CD11c como factor pronostico independiente, pudiendo separar entre
los pacientes CD44+ grupos prondstico diferentes con significacion estadistica, cuyos
resultados afirman que los pacientes que presentaban el CD44+ y el CD1lc- estan
asociados con enfermedad avanzada y peor prondstico, por lo que parecen representar una
forma mas agresiva de enfermedad. Los resultados globales obtenidos en nuestra serie
apoyan totalmente esta Gltima teoria ya que hemos encontrado una significacion estadistica
entre la negatividad de dicha MA y los pacientes fallecidos. Ademas hemos visto que existe
una tendencia entre los valores altos de positividad y la no progresion de la enfermedad,
por lo que parece que dicha MA podria utilizarse como factor prondéstico en la LLC.

A pesar de los multiples autores que le confieren al CD44 la categoria de un
marcador predictivo de la enfermedad, respecto a la supervivencia libre de enfermedad y a
la supervivencia global segun la revision realizada por Drillenburg P y Pals S (2000), o
como Matutes E y Polliack A (2000) que afirman que la fuerte expresion del CD44 esta
asociada con peor pronostico, nosotros no hemos podido establecer asociacion a la

supervivencia o al pronoéstico, pudiendo ello demostrar que la expresion de dicha MA es
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paralela al grado de diferenciacion de los linfocitos (LLC), cuya expresion se pierde en las

neoplasias linfoides de diferenciacion intermedia.
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CONCLUSIONES
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1.-La expresion de las MA en los SLPC de nuestra serie es similar a lo que se describe en la
literatura, observandose un distinto patrén de expresiones en SLPC no-LLC y LLC. Asi, las
LLC expresan con mayor frecuencia CD62 y los otros SLPC caracteristicamente
expresaron con mayor frecuencia CD49d, CD18 y CD54, siendo util este patron en el

diangostico diferencial de estas entidades.

2.- El CD44, MA expresada con alta intensidad en el 90% de los casos y que ha sido
relacionada por varios autores con un valor pronostico desfavorable, en nuestras manos
solo se relaciona con un tiempo de duplicacién linfocitaria mayor de 12 meses, pero no ha
podido ser reconocido como factor de mal pronostico o de riesgo para tratamiento en el

estudio multivariante.

3.- CD54, MA poco expresada en las LLC, aparece relacionada con estadios avanzados de
la enfermedad, mientras que CD62 es un marcador prondstico independiente, apareciendo
esta molécula mas expresada en los pacientes con supervivencia prolongada. También la
expresion de CD11c actia como factor protector, incluyendo al paciente como de bajo

riesgo de mortalidad.

4.- En cuanto a las necesidades terapéuticas, hemos observado que la presencia de CD54 y
CD49d son factores independientes que implican indirectamente una mayor agresividad de
la enfermedad, con requerimiento de tratamiento citoreductor, mientras la presencia de
CD62 actlia como factor protector, indicando enfermedad menos agresiva (sin necesidades

terapéuticas).
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