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RESUMEN

La leucemia linfoide crénica (LLC) es una neoplasia maligna que afecta principalmente a
pacientes de mediana edad y ancianos. Se caracteriza por la proliferacion de linfocitos
morfoldgicamente maduros pero inmunoincompetentes que se acumulan en sangre
periférica, médula ésea y tejido linfatico. Presenta gran heterogeneidad clinica. Se
describen diversos fenotipos, aunque predomina la expansién clonal de células B
CD5+CD23+. Los factores prondsticos en la LLC incluyen el subgrupo citogenético,
estado mutacional de inmunoglobulina, la expresion de ZAP-70, CD38 y CD49d. El
tratamiento se basa en usar modernos algoritmos terapéuticos aprobados, que
produzcan mayores respuestas y menores eventos secundarios, en lograr la remisién
clinica completa y mejorar la calidad de vida de estos pacientes.
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ABSTRACT

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is a malignancy that mainly affects middle-aged
and elderly patients. It is characterized by the proliferation of morphologically mature
but immunoincompetent lymphocytes that accumulate in blood, bone marrow and
lymphatic tissue. It presents great clinical heterogeneity. Several phenotypes are
described, although the clonal expansion of CD5 + CD23 + B cells predominates.
Prognostic factors include the cytogenetic subgroup, immunoglobulin mutational status,
expression of ZAP-70, CD38, and CD49d. The treatment is based on using modern
approved therapeutic algorithms that produce greater responses and minor secondary
events, to achieve complete clinical remission and to improve the quality of life of these
patients.
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INTRODUCCION

La leucemia linfoide cronica (LLC) es una enfermedad que se enmarca dentro de los
sindromes linfoproliferativos crénicos, caracterizada como un trastorno proliferativo
maligno de linfocitos de aspecto maduro e incompetentes que se acumulan
masivamente en sangre periférica (SP), médula dsea (MO) vy tejidos linfoides.(*2) En el
95 % de los enfermos la enfermedad compromete a los linfocitos B, en los cuales ocurre
una proliferacion monoclonal. @) El acimulo de estas células no es secundario a un
aumento de su produccién, como ocurre en muchas neoplasias, sino a que estos
linfocitos atipicos tienen una vida media mas larga. (%) Representa el 30 % de todas las
leucemias en la raza caucasica, siendo la mas frecuente en esta poblacién. Por otro
lado, la LLC solo abarca del 3 al 5 % de las leucemias en asiaticos, lo que evidencia su
importante factor racial. Su aparicidon es excepcional antes de los 40 afios y su
frecuencia aumenta exponencialmente con la edad, de tal manera que la media de
presentacién es a los 65 afios. Su frecuencia es mayor en hombres que en mujeres con
una relacion de 2:1.(4:5
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ETIOPATOGENIA

Aunque ha sido imposible relacionar en su patogénesis este tipo de céncer con algun
tipo de factor ambiental; (*) diferentes condiciones se identifican como factores de
riesgo de padecerla, entre ellas el antecedente familiar de cancer y neoplasias
hematoldgicas, de inmunodeficiencias, de exposicion a toxicos, la edad avanzada y
algunas alteraciones cromosomicas especificas. En relacion con los factores hereditarios
es frecuente encontrar varios casos de esta enfermedad en una sola familia. Debido a
esto, los familiares de primera linea de un enfermo con LLC tienen 3 veces mas riesgo
de presentarla.®

Diversos estudios muestran que algunos pacientes tienen altas tasas de recambio
celular de células leucémicas; se producen aproximadamente de 0,1 a 1 % de estas
células cada dia. Debido a que dicha cinética de crecimiento se puede observar en los
pacientes que tienen una enfermedad relativamente estable, la alta tasa de crecimiento
observada se equilibra presumiblemente con una alta tasa de apoptosis espontanea.®

Origen de la LLC

Sobre la base de un estudio de reordenamientos de genes que codifican para la region
variable de la cadena pesada de las inmunoglobulinas (VCPIg) especificos, algunos
investigadores propusieron que las células procedentes de pacientes con LLC que usan
VCPIg no mutados se derivan de células B convencionales sin tratamiento previo. Sin
embargo, estudios de expresion génica en células de pacientes con LLC muestran que
aquellas que expresan genes VCPIg sin mutacién o no mutadas comparten un perfil de
expresion génica comun, lo que sugiere que tienen un origen comun.® Los analisis de
mutacion de genes VCPIg revelaron que las células B de sangre CD5+ se expanden
clonalmente e incluyen un pequefio nimero de células B derivadas del centro germinal,
hallazgo que es consistente con la existencia de dos clases de LLC definidas por la
presencia o la ausencia de hipermutacién de VCPIg. Sobre la base de estos estudios, los
investigadores ahora creen que las células de la LLC con VCPIg no mutado se derivan
de células B CD5 +, CD27- maduras con VCPIg sin mutacidn y que las células la LLC
con VCPIg mutado se derivan de un subconjunto distinto, previamente no reconocido,
de CD5 + CD27 + células B del centro germinal con VCPIg mutados.

Ciertos tipos de genes VCPIg, como VCPIg1-69, VCPIg4-34 e VCPIg3-7, son expresados
por las células de LLC con mayor frecuencia que las observadas en las células B
normales.(® Ademas, la incidencia de hipermutacién somatica no es uniforme entre los
genes VCPIg en las células de la LLC; por ejemplo, VCPIg1-69 tiene pocas o ninguna
mutacion, mientras que VCPIg3-7, VCPIg3-23 e VCPIg4-34 generalmente muestran
mutaciones somaticas sustanciales. En cualquier caso, se pueden identificar estructuras
primarias compartidas (estereotipicas) entre las inmunoglobulinas (Ig) expresadas por
las células B de la LLC que no son facilmente evidentes en el repertorio de Ig altamente
diverso de las células B normales. La marcada restriccién en el repertorio del gen de Ig
de las células de la LLC resalta el papel desempefiado por uno o mas antigenos propios
0 ambientales comunes en la seleccidon de células B leucémicas.(®
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Antigenos que pueden desempefnar un rol en la seleccion de las células de la
LLC de fenotipo B (LLC-B)

Parte de la Ig expresada en la LLC puede reaccionar con el antigeno presente en las
células que experimentan apoptosis, incluidas las proteinas del citoesqueleto. Algunas
Ig reaccionan con la proteina IIA de la cadena pesada de la miosina no muscular, que
se expresa en algunas células apoptdticas o células apoptoéticas expuestas a miosina. La
unién a dichas células se observa mas comunmente en células de la LLC que expresan
VCPIg no mutados que en las células de la LLC que expresan VCPIg mutados. Ig con
diferentes caracteristicas estereotipicas tienen patrones distintos de reactividad
antigénica, lo que sugiere que mas de un antigeno o epitope antigénico pueden ser
responsables de impulsar la seleccion del repertorio distintivo expresado en la LLC.(")

Ademas del autoantigeno, muchos otros antigenos microbianos o asociados a virus
pueden contribuir a la seleccion de la Ig expresada en la LLC. Por ejemplo, la Ig
asociada a la LLC codificada por VCPIg1-69 puede reaccionar con diversas bacterias
grampositivas o gramnegativas o con antigenos altamente conservados de
citomegalovirus u otro como el herpes virus. Dichos antigenos también pueden
contribuir a la seleccidén de células B en otras afecciones patoldgicas.(®

Alteraciones genéticas en la LLC

Las células de la LLC comUnmente, contienen deleciones en los locus 13q14, 11q22-q23
0 17p13 o pueden tener una copia adicional del cromosoma 12 (trisomia 12); tales
alteraciones genéticas se asocian significativamente con la progresion clinica. El
advenimiento de las tecnologias de secuenciacion de Ultima generacion, junto con los
analisis del niumero de copias de genes, han identificado lesiones genéticas adicionales
en la LLC, como las mutaciones del NOTCH1 (factor de transcripcion activado por
ligando que regula varias rutas que inducen la diferenciaciéon de progenitores
hematopoyéticos en células T inmaduras y de células B maduras en células secretoras
de anticuerpos), SF3B1 (codifica la subunidad 1 del factor de corte y empalme 3B que
se requieren para la escision precisa de intrones a partir del pre-ARNm) y BIRC3 que
codifica el inhibidor de la proteina 3 que contiene repeticion de apoptosis; entre otros.(®

Sefalizacion del receptor de células B en la LLC

La sefalizacion del receptor de células B (RCB) es crucial en la patogénesis de la LLC.
Los estudios sobre células provenientes de enfermos con LLC demostraron que la
sefializacién del RCB puede mejorarse con la proteina asociada a { de 70 kD (ZAP-70),
que se expresa en aproximadamente la mitad de todos los casos de LLC,
particularmente aquellos que tienen una enfermedad clinica relativamente agresiva y el
uso de genes VCPIg no mutados. La ZAP-70 puede mejorar la sefializacién del RCB en
la LLC no dependiente de su actividad de quinasa, sino mas bien facilitando el
reclutamiento de otras quinasas, como SYK, al complejo RCB. En cualquier caso, el
potencial de sefalizacidn potenciado por la expresion de la ZAP-70 probablemente
explica su asociacion con una enfermedad agresiva.(10)
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El CD38 es un marcador de prondstico desfavorable y un indicador de activacién y
proliferacion de células de la LLC. Un ligando para CD38 es el CD31, que se expresa en
células accesorias en el microambiente de la leucemia. La unién del CD38 a su ligando
en las células de la LLC puede activar las rutas de sefializacion ZAP-70 y ERK1 / 2 para
mejorar la proliferaciéon y quimiotaxis de las células en la LLC; la interaccion entre CD38
y ZAP-70 puede mejorar la sefializacién del CB. Una investigacion mas reciente ha
identificado un complejo macromolecular de CD38, CD49d, CD44 y metaloproteinasa de
matriz (MMP) -9 en las células de la LLC que expresan ZAP-70; este complejo puede
promover interacciones cruzadas adicionales entre la sefalizacion del RCB y el CD44.

El CD44 es un receptor para el acido hialuréonico (AH), que se encuentra en las
membranas basales de las vénulas endoteliales altas del tejido linfoide en el
microambiente de la leucemia. Las interacciones entre CD38 y CD44, MMP-9 y CD49d
pueden influir en la migracién, invasion y localizacion de células de la LLC. Por lo tanto,
la senalizacion mejorada que conduce al crecimiento o la supervivencia de las células de
la LLC que proporcionan los complejos compuestos de CD38, CD44, MMP-9, CD49d vy
ZAP-70, puede ayudar a explicar por qué la expresién de ZAP-70, CD38, o ambos esta
asociada con una enfermedad mas agresiva.(11.12)

El receptor de quimiocinas CXCR4 CD184 se expresa altamente en células de la LLC
aisladas de SP. Sin embargo, la proliferacién de las células Ki-67 + LLC que se
encuentran en la MO o en los tejidos linfaticos expresan niveles sustancialmente mas
bajos de CXCR4 y CXCR5 lo que, probablemente, refleja la degradacion del receptor de
superficie inducida por quimiocinas de estos receptores. La sefializaciéon de CXCR4, que
puede ser inhibida por la toxina pertussis, induce movilizacién de calcio, activacion de la
enzima fosfato inositol 3-quinasa (PI3Ks) y proteina cinasa activada por mitégenos
(MAPKs) 44 / 42 y STAT3 (fosforilacién de serina del transductor de sefial y activador
de la transcripcidon 3). La senalizacion de CXCR4 es fundamental en la quimiotaxis de
las células leucémicas la migracidn de las células que expresan el ligando para CXCR4,
concretamente el CXCL12; que también induce las sefales de supervivencia en la LLC a
través de CXCR4.

Los receptores tipo Toll (RTT) son receptores de superficie celular que forman parte del
sistema inmune innato; se unen a antigenos microbianos estructuralmente conservados
y a su vez, activan respuestas inmunes innatas. Estudios recientes muestran que varios
RTT estan expresados y son funcionales en la LLC; la estimulacidon de estos RTT podria
inducir la expresion superficial de marcadores de activacién, tales como CD25 y
CD80.13

El microambiente de la LLC

El microambiente tisular es esencial en la patogénesis de la LLC. La proliferacion de
células de la LLC ocurre en sitios microanatémicos denominados centros de proliferacion
o pseudofoliculos. La proliferacién de las células Ki-67 + LLC esta en contacto intimo
con células accesorias, tales como las células T, las células estromales de origen
mesenquimatoso y las células derivadas de los monocitos. Los estudios de expresion
génica encuentran que las células de la LLC aisladas de los ganglios linfaticos y en
menor medida, de la MO tienen una mayor expresion de E2F y MYC en relacioén a las
células de la LLC de la SP. En tales tejidos, particularmente en los tejidos linfoides
secundarios, parece haber una mejor sefalizacion del RCB de las células leucémicas y
activacidn de receptores de la familia del factor de necrosis tumoral (TNF) como el
activador transmembrana y modulador de calcio e interactor de ligando de ciclofilina
(TACI), antigeno de maduracion de células B (BCMA) y el receptor del factor de
activacion de células B (BAFF). (14
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Los receptores de quimiocinas y las moléculas de adhesion expresadas por las células
de la LLC son fundamentales para su localizacion y retencién en los compartimentos
tisulares. Las células de la LLC reciben senales de supervivencia a través del contacto
con células estromales accesorias en el microambiente de la leucemia. CD44, receptor
para HA, interactla con otras proteinas de superficie y citosolicas expresadas por
células de la LLC, tales como CD38, CD49d, MMP-9 y mas recientemente, ZAP-70.(13)

DIAGNOSTICO

Los pacientes con LLC presentan una amplia gama de sintomas y signos al momento del
diagndstico. Sin embargo; el 70 % de ellos son diagnosticados en forma incidental
durante un recuento hematoldgico de rutina. Las manifestaciones clinicas de la LLC
incluyen linfadenopatias pequefias y simétricas (50 - 90 % de los casos),
fundamentalmente cervicales, supraclaviculares y axilares, esplenomegalia (moderada,
no dolorosa), hepatomegalia (moderada, no dolorosa), hipogammaglobulinemia,
predisposicién a las infecciones recurrentes, tales como: neumonia, herpes simple labial
y herpes zoster. Estos enfermos presentan, ademas, astenia, fatiga, fiebre, escalofrios,
sudores nocturnos, pérdida de peso, anemia hemolitica, trombocitopenia, o ambos, de
causa autoinmune,(15:16)

El sistema de estadificacidon de Rai-Sawitsky clasifica a los pacientes en grupos de
riesgo bajo, intermedio y alto, de la siguiente manera:(417)

U Bajo riesgo (anteriormente, estadio 0): linfocitosis en SP y MO solamente (25 % de la
poblacién no enferma).

U Riesgo intermedio (anteriormente, estadios I y II): linfocitosis con ganglios
agrandados en cualquier sitio, esplenomegalia o hepatomegalia (50 % de la
presentacion).

U Alto riesgo (anteriormente, estadios III y IV): linfocitosis con anemia relacionada con
la enfermedad (hemoglobina <11 g/dL) o trombocitopenia (plaquetas <100 x 10°/L)
(25 % de todos los pacientes).

El sistema de estadificacion de Binet clasifica a los pacientes de acuerdo con la cantidad
de grupos de ganglios linfaticos afectados, de la siguiente manera:(417)

e FEtapa A: hemoglobina de 10 g/dL o superior, plaquetas 100x10°/L o0 mas, y
menos de tres areas de ganglios linfaticos involucradas.

e Etapa B: niveles de hemoglobina y plaquetas como en la etapa A y tres o mas
areas de ganglios linfaticos involucradas.

e Etapa C: hemoglobina de menos de 10 g/dL o plaquetas de menos de
100x10%/L, o ambos.(1”)

El criterio para el establecimiento del diagndstico de la LLC-B recomendado por el Grupo
de Trabajo Internacional en LLC es la identificacidon de linfocitosis de mas de 5 x 10°/L
en SP, que contengan prolinfocitos en menos de 55 %, persistente durante mas de tres
meses.*) La determinacion de linfocitosis monoclonal menor que 5x10°/L, en ausencia
de adenopatias y organomegalias, sintomas generales o citopenias, se denomina
linfocitosis monoclonal B y parece ser una condicidon precursora de la LLC-B (en
proporcion de 1 a 2 % por afio).®
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Los métodos inmunoldgicos utilizan anticuerpos monoclonales (AcMo) dirigidos contra
los diferentes antigenos de diferenciacion expresados en la membrana celular, el
citoplasma o el nlcleo. Estas técnicas son conocidas como de inmunofenotipaje celular,
las cuales permiten identificar la linea especifica de origen de las células leucémicas.(1®

Citometria de flujo

El analisis de los marcadores antigénicos en las muestras procedentes de pacientes con
LLC, puede realizarse sobre células frescas o permeabilizadas, en suspension o fijadas
en preparaciones previamente centrifugadas, extendidas o sobre secciones de
tejidos.(19)

El analisis multiparamétrico con citometria de flujo (CMF) aunado al enorme catalogo de
AcMo que existen es muy valioso para la diferenciacion de las células hematopoyéticas
normales; también permite clasificar a las neoplasias derivadas de estas células de
acuerdo con la ontogenia de las células hematopoyéticas. (19

La CMF es el método de eleccidon para la identificacion y la caracterizacion
inmunofenotipica de las células leucémicas. Se caracteriza por el empleo de AcMo
conjugados a fluorocromos que son detectados y visualizados mediante un sistema
informatico apropiado y de forma rapida.(*®

Esta técnica presenta multiples ventajas frente al uso del microscopio de fluorescencia y
de las técnicas inmunocitoquimicas, entre las que se encuentran: analizar un elevado
nUimero de particulas en suspensidn, en un corto periodo (5000 particulas/s); ofrecer
informacion simultanea de varios parametros, como el tamafio y la complejidad celular,
de una manera objetiva y precisa, en un gran nimero de células.(20:21)

Inmunofenotipo

La LLC-B tipica expresa de forma constante CD19+ CD5+ CD23+ y CD200+/++ junto a
la expresion débil de CD20 y de cadena ligera de superficie kappa o lambda (criterio
minimo). También, se caracteriza por la expresion débil de los antigenos CD22, CD79b,
CD43, CD81 e IgM/IgD de superficie (respecto a los linfocitos B maduros de SP). El
inmunofenotipo discrimina a la LLC-B de otros desérdenes linfoproliferativos B
especificamente, linfoma del manto, tricoleucemia, linfoma de la zona marginal y
linfoma linfoplasmocitico.(22:23)

Factores pronosticos

Se describen varios marcadores inmunofenotipicos de prondstico en la LLC-B. Se
recomienda la inclusidn de los paneles de ACMo de aquellos dirigidos contra los
antigenos CD38, CD49d y ZAP70. Se considera de mal prondstico cuando el paciente
tiene mas del 30 % de células leucémicas que expresan CD38, CD49d, o ambos, o0 mas
del 20 % de expresidon de ZAP70.
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El ZAP-70 es una molécula de senalizacién clave para los linfocitos T y las células
asesinas naturales y aln cuando no se expresa en los linfocitos B normales, se asocia
con un incremento en la sefializacidn intracelular del receptor de las Ig en las células de
pacientes con LLC-B. Tomando en cuenta las publicaciones recientes, ZAP-70 es el
marcador subrogado mas promisorio para el estado de mutacion del los genes VCPIg.
El CD38 es una proteina que se expresa en membrana y participa en la activacién y
maduracion celular y tiene actividad de sefializacion.(?4

Se reconocen numerosas proteinas en sangre que se encuentran en concentraciones
elevadas en los pacientes que padecen una forma agresiva de la enfermedad. Los
factores mas importantes son la CD23 soluble, la timidinoquinasa (TK) y la B2-
microglobulina (B2-MG). La B2-MG es una proteina extracelular que se asocia con una
supervivencia corta de la enfermedad. En los pacientes con LLC, la TK se relaciona con
el grado de proliferacion de las células leucémicas, ademas tiene una buena capacidad
de detectar a los pacientes con riesgo de un rapido progreso de la enfermedad. El CD23
es una importante molécula de superficie de las células B que se relaciona con mal
prondstico.

Los genes de VCPIg no mutados sugieren la probabilidad de una enfermedad de mayor
riesgo. El 40 % de los pacientes con LLC en el momento del diagndstico presentan este
gen sin una mutacién, mientras que el 60 % de ellos tendra la enfermedad con una
mutacién del VCPIg, la cual tiene un prondstico mas favorable. Los genes de las Ig en
los clones de la LLC-B pueden estar mutados (mVCPIg; mas de 2 % de clones
neoplasicos) y no mutados (nmVCPIg; menos que 2 % de clones neoplasicos). El gen
mas expresado diferencialmente es el que codifica para ZAP-70 y los clones con
nmVCPIg tienen una expresion elevada. Se considera que el estado mutacional de las Ig
es uno de los factores prondsticos mas importantes de la LLC-B. Los pacientes con
clones nmVCPIg en general, cursan con menor supervivencia global (SG). Algunos
pacientes cuyos clones presentan rearreglos especificos, como VCPIg3-21 o VCPIg3-72,
se asocian con condiciones especificas de prondstico, independientemente del estado
mutacional de la Ig. El estudio de las mutaciones de los genes para VCPIg, aporta
evidencias de la existencia de dos tipos diferentes de linfocitos que darian origen a la
LLC: linfocitos pregerminales y que por lo tanto no tuvieron oportunidad de
experimentar mutaciones en dichos genes y linfocitos postgerminales que presentan
mutaciones.(#24)

Mutaciones del NOTCH1

Es un gen que participa en el desarrollo de diferentes tipos de células sanguineas. En la
LLC aproximadamente, del 10 al 15 % de los pacientes tienen mutaciones de este gen,
lo cual hace que el gen sea mas activo de lo que deberia ser. Varios estudios sugieren
que la enfermedad progresa de forma mas rapida en pacientes con LLC que tienen
mutaciones del gen NOTCH1, lo que ocasiona la necesidad de terapia y se asocia con
una SG de menor duracién, en general. Estos hallazgos se confirman actualmente.(?>

Mutaciones del gen SF3B1, el cual participa en la formacion de proteinas gen SF3B1
selectas en la LLC y otros tipos de cancer de SP, causa el procesamiento disfuncional de
proteinas.(26)
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Mutaciones del gen TP53

Este gen se considera el guardian del genoma pues protege el ADN de las células contra
dafios. El ADN mutado de las células cancerigenas provoca mayor proliferacion del
cancer y resistencia a los tratamientos con quimioterapia. La mutacién del gen TP53 se
ve comunmente en pacientes que también presentan indicios de deleccién (17p) en su
analisis citogenético de interfase. Algunos pacientes solo tienen una mutacion del gen
TP53. Por lo general, estos pacientes tienen mayor probabilidad de presentar una
enfermedad que progresa mas rapidamente, requiere terapia, no responde bien a los
tratamientos tradicionales y se asocia con una SG de menor duracidén en general.(27-29)

Por otro lado, también se han identificado anormalidades genéticas que tienen
importancia clinica y prondstica. La delecién del brazo largo del cromosoma 13
(13g14-23.1) es la anormalidad citogenética mas frecuente. Se observa hasta en el
50 % de los casos. En el 30 % de ellos, se identifican alteraciones de una regién
telomérica al gen del retinoblastoma (RB1), hecho implicado en la patogénesis de la
enfermedad. Se asocia con un buen prondstico ya que, en general, hay un largo
intervalo entre el diagnéstico y el inicio del tratamiento. La delecién del 17p es menos
frecuente. Se encuentra entre el 10 y 15 % de los casos.

Se conocen otros factores bioldgicos que constituyen un factor pronéstico como el
tiempo de duplicacion de los linfocitos, el cual se basa en el hecho de que estos tienen
un indice bajo de mitosis con bajos niveles de p27 (molécula que facilita entrar a la fase
S del ciclo celular). Hay pacientes con LLC que tienen altos niveles de p27 y por ese
motivo, hay un rapido incremento de los linfocitos en sangre periférica. Cuando la cifra
total es el doble que la del diagndstico en menos de un afio, entonces se habla de una
enfermedad en progresion que tiene una SG menor comparada con los pacientes que
mantienen rangos de linfocitos mas estables.(!)

En la actualidad, los tratamientos se enfocan a controlar la enfermedad mas que a
obtener su curacién. A diferencia de otras leucemias, la indicacién de iniciar tratamiento
al establecimiento del diagnostico de LLC-B no es necesaria en algunos casos, como los
subgrupos con enfermedad indolente, no activa o con comorbilidades importantes. Para
la seleccion del tratamiento, debe considerarse el estado de salud general del paciente,
la actividad y la etapa clinica de la enfermedad y los biomarcadores celulares y
moleculares asociados con el prondstico; el cual se basa en usar modernos algoritmos
terapéuticos aprobados, que produzcan mayores respuestas y menores eventos
secundarios, y en lograr la remision clinica completa y mejorar la calidad de vida de
estos pacientes.
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