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DISCUSSIO

1. Técnica de citotoxicitat natural

La técnica per determinar la citotoxicitat natural que es capag¢ de
desenvolupar una poblaci6 efectora determinada es medeix a I'enfrontar
aguesta poblacié amb una linia cellular que servird de diana. La linia
celllular diana pot variar en sensibilitat front la lisi, definint-se linies
diana NK-sensibles i NK-resistents. En la realitzacié d’aquest estudi s’ha

emprat la linia cellular diana K562, classicament definida com NK-sensible
(34-35,37,43,59-60,152,154,156,160-161,164,172,178-180,186,188,197,376),

La citotoxicitat de la mostra es valora pel grau d’alliberament de
’isdtop radioactiu que reflecteix la mortalitat de la linia diana. El calcul
de la lisi considera |’alliberament basal espontani, !’alliberament maxim
(mortalitat del 100% de la linia diana) i I’alliberament de la mostra a
estudi. L’acceptacié de |’assaig de citotoxicitat dependra dels valors
obtinguts en un control d’ANK coneguda o normal i del valor
d’alliberament espontani de I’isdtop radioactiu. Al llarg d’aquest estudi
sempre s’ha comptat amb una mostra control per acceptar els resultats
de ’assaig. A més, s’ha valorat I’alliberament espontani de |’isdtop durant
el periode d’incubacié. La xifra mitja obtinguda és de 12,68% que, del que
es despren de la literatura, és valida (24,152,172,179-180,378,3%2), Finaiment,
la validesa de la técnica s’ha comprovat amb [’estabilitat en I’ANK

d’individus control al llarg del temps tal i com esta descrit a la literatura
(4,204),

La metodologia utilitzada en la determinacié experimental de I’ANK
és similar per tots els autors (24,34-35,37,59,152,154,156,160-161,172,178-
180,186,188,212,376,378), Nogensmenys, la manera d’expressar els resultats
canvia en els diversos treballs. No existeix un valor estdndard en la
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determinacié de ’ANK ni existeixen valors de referéncia universals. Per
tant, els valors de citotoxicitat han de referir-se a uns valors control del
propi laboratori per una proporcié D:E concreta, fent-se dificil |a
comparacié entre les xifres de citotoxicitat dels treballs publicats (204).
Per solventar aquest problema s’han proposat diverses formes
d’expressid dels resultats si bé cap ha aconseguit la seva generalitzacié
ni permeten la comparacié entre els resultats (113,154,204-2086).

En aquest treball els resultats s’han expressat en valors tedrics de
citotoxicitat. Els valors experimentals s’han ajustat a una funcié
matematica tedrica i s’han calculat els valors esperats de citotoxicitat per
metodes de regressié no lineal. lLa utilitzacié de valors tedrics de
citotoxicitat permet: 1) la inferéncia d’unitats de citotoxicitat
independents de la proporcié D:E utilitzada (unitats Iitiques) i 2) el calcul
de la citotoxicitat esperada a proporcions D:E no realitzades a nivell
experimental solventant possibles errors en la técnica (manca de
cellularitat o altres problemes observats en I’assaig). Els resultats de
citotoxicitat s’han expressat en percentatge de lisi (%) a diverses
proporcions D:E. No s’han utilitzat les unitats litiques per qué mostren
una gran variabilitat en el valor obtingut per percentatges de
citotoxicitat similars segons els punts de la corba que es disposi | de la
forma de ia mateixa. El model d’ajustament escollit s’ha fet en base a: 1)
les dades de la literatura (205-206,403), 2) la seva facilitat de calcul i 3) la
possibilitat de validar graficament i de forma immediata de I’ajustament
als valors experimentals.

L’ajustament tedric dels valors experimentals s’ha considerat bona.
Aquest tipus d’analisi no estd descrit a la literatura i per la seva
validesa ens basem en els valors estadistics de correlacié i residuais
d’ajustament obtinguts.

2. Efecte dels limfocits B a ['ANK de controis
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L’ANK es realitza generalment en SCM de SP, que en individus sans
o en la majoria de patologies no hemopoétiques conté de forma majoritaria
limfocits T i NK. A la SP de LLC-B | altres SLPC els limfdcits T i NK sén
reemplagats pels limfocits B neoplasics. Per tant, per valorar I’ANK dels
pacients amb LLC-B interessa saber I’efecte que tenen els limfocits B
sobre I’ANK. Per coneixer |’efecte dels limfocits B a I’ANK s’han fet
suspensions de CMN de controls amb un percentatge creixent de
limfocits B purificats. Sobre aguestes suspensions s’ha assajat I’ANK,
Les modificacions observades s’han ajustat a una reducci® de la
citotoxicitat proporcional al percentatge de limfocits B purificats afegits
a la mostra inicial. Aquest efecte "dilutor” dels limfocits B ja ha sigut
descrit en pacients amb LLC-B per Alvarez-Mon et a/ i Srskaar et a/
(35,163) | ha sigut suggerit per altres autors (209,373). Per tant, a la
LLC-B la citotoxicitat pot estar alterada, parcialment o totalment, per ia
preséncia de la poblaci6 leucémica no efectora que "dilueix” la celfularitat
capa¢ de provocar la lisi natural.

3. Activitat natural killer a la LLC-B

Els pacients que composen aquesta tesi no difereixen en les
caracteristiques clinico-analitigues del que es habitual a la LLC-B
excepte per un lleuger predomini de pacients en estadi O de Rai en el
moment del diagnodstic (239,291,293-294), Quan s’analitza la literatura
s’observa un augment progressiu de la proporcié de pacients en estadi
0, possiblement per la generalitzacié d’analitiques rutinaries i el
diagnostic de la malaltia en pacients asimptomatics. La mediana d’edat, el
predomini de sexe masculi, la proporcié de cadascun dels estadis clinics
i el nombre de pacients amb criteris de LLC-B quiescent, la distribucié
segons el patré histoidgic de la BMO o el TDL, aixi com la resta de

caracteristiques analitiques es similar al descrit préviament
(220,239,291,293-294,345),
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L’estudi de I’ANK en pacients amb LLC-B s’ha realitzat en poques
ocasions i incloent un nombre de casos escas (entre 6 i 28)
(35,113,125,183,209~-210,328,373-375,377-378), De fet, la série aqu{ descrita és la
més nombrosa de I’estudiada fins I’actualitat. Les publicacions prévies no
inclouent en la majoria de les ocasions la descripci6 de les
caracteristiques clinico-analitiques dels malalts i per tant no es poden
comparar aquestes amb fa dels malalts del present estudi.

L’ANK dels pacients amb LLC-B és inferior a ia dels individus
control. Aquest fet estd en concordancia amb el descrit préeviament
(35,113,163,210,329,373-375,377-378,383) A|guns autors descriuen una major
alteracié de la citotoxicitat quan més avangada esta la malaltia (113,329)
mentre que altres no troben diferéncies segons |’estadi o la reaiitzacio
de tractament (378). Aquestes séries inclouen 15 o0 menys malalts. Alvarez
de Mon et al (35), en 27 pacients, no troben correlacié entre I’estadi clinic
de Rai i la citotoxicitat en els malaits no tractats excepte la normalitzacié
de P’activitat NK després de ’administracié de tractament alquilant i de
’obtencié de I’estadi O de Rai. Malauradament, no es compara I’ANK amb
la xifra limfocitaria dels pacients (tractats o no tractats) a pesar de
descriure ’efecte dilucional de la pobiacié leucémica. Aquest fet impedeix
contrastar els resultats del present estudi amb les dades publicades
previament. Nogensmenys, en [’estudi de Alvarez-Mon et a/ (35) no
existeix correlacié entre I’ANK i els estadis de Rai, a I’igual que succeix
en la nostra série. Els autors no analitzen la citotoxicitat en relacié amb
els estadis de Binet que si que mostren significacié en els malalts
inclosos en aquest estudi. Per motius obvis, no es poden comparar els
resultats que analitzen la relacié entre les diverses caracteristiques
cliniques (patré de BMO, TDL, etc) amb dades referides a la literatura. En
els malalts inclosos en aquest estudi I’ANK no ha mostrat relacié amb cap
caracteristica clinica relievant (edat, sexe, hombre de territoris afectats,
patré histoldgic d’afectacié medui.lar, temps de duplicacié).
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El grup de pacients amb LLC~B quiescent no es comporten de forma
diferent, pel que respecta a la citotoxicitat, que la resta de pacients amb
LLC-B. El diferent comportament bioldgic d’aquest subgrup de malaits no
pot ser atribuit a un major efecte immunocontrolador de la pobliacié NK
sobre la leucémia. De forma similar altres parametres amb implicacions
prondstigues com la veiocitat de dupiicacié de ta xifra limfocitaria o el
patré infiltratiu a moll d’6s no tenen relacié amb I’ANK.,

De tota manera i com s’exposara més tard, la relacié observada entre
ja baixa ANK i els estadis avangats de la malaltia (estadi C de Binet o
III+IV de Rai) és secundaria a la major limfocitosi que presenten eis
pacients amb malaltia avangada. De la mateixa manera |’hepatomegalia
influeix de manera negativa a la citotoxicitat perque s’observa en el grup

que té xifres de limfdocits més elevades.

S’ha observat una correlacié inversa lineal entre el recompte
limfocitari i I’ANK dels pacients {ex: proporcié 1:400 r=-0,363, p=0,002). Si
bé s’ha suggerit per diversos autors I’efecte "dilutor™ dels limfdcits B en
I’ANK (35,163,209,373) no s’ha publicat cap treball on es relacioni la xifra
de limfocits o el percentatge de [imfocits B de la mostra efectora amb la
citotoxicitat desenvolupada pels malalts. Per altra banda, en diversos
treballs publicats es descriuen pacients amb ANK normal (fins el 17% dels
malalts) si bé no es fa una descripcié de les caracteristiques clinico-
analitiques d’aquests malalts (210,373,375,378). El 19% dels pacients inclosos
en aquest estudi tenen una ANK normal. Predominen els estadis poc
avancgats (70% d’estadis 0) sense asolir significacié estadistica. En els
pacients inclosos en aquest estudi la divisié dels mateixos segons una
xifra determinada de limfdcits permet diferenciar grups amb citotoxicitat
significativament diferent. De forma parallela, s’observa relacié entre la
citotoxicitat i la xifra de leucdcits o limfdcits CD19* que es deguda a
I'intima relacié entre els valors d’aquests parametres | la xifra de
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limfdcits totals.

La relaci6 entre la xifra de limfdcits i la citotoxicitat recolga |'efecte
"dilutor” de la poblacié leucemica a la LLC-B. Per coneixer si la baixa
citotoxicitat gue expressen els pacients és unicament deguda a un efecte
"dilutor” o si existeix algun transtorn intrinsec de la CNK a la LLC-B
s’han de realitzar estudis de citotoxicitat amb poblacions efectores
purificades. La metodologia més utilitzada a la literatura per purificar
poblacions efectores és el rosseteig amb hematies de molté. Agquest
sistema presenta dos inconvenients: 1) la fraccié E- també desenvolupa
ANK (adhuc en proporcié igual que la E*) (125,210), i 2) en general, aquest
procediment de separacié limfocitari inclou incubacions més o menys
prolongades o repetitives a una temperatura de 4°C. El metabolisme
cel.lular disminueix amb el fred i la citotoxicitat no és una excepcié a
aguesta regla (4,204). Per tant, en els treballs on es refereix una baixa
ANK en poblacions purificades per rosseteig s’ha de valorar el possible
’efecte de la temperatura en els resultats finals. Possiblement, la millor
manera de purificar poblacions efectores i valorar la citotoxicitat en
pacients amb LLC-B sigui la separacié per seleccid de les poblacions amb
antigens NK-especifics que permeten les noves tecnologies {citometria de
flux o AcMo lligats a particules magnétiques).

Una altra dada que recolza |’efecte dilutor és |’'increment en la
citotoxicitat que s’observa a |’augmentar les proporcions D:E. Aquest
efecte també ha sigut referit per altres autors (209).

La reduccié en I’ANK en la LLC-B s’ha hipotetitzat que pot ser
secundaria a un efecte de céllula diana permanent per part del limfocit
leucémic. Aquest fet no ha pogut ser demostrat i existeixen dades que no
donen suport aquest efecte (210,374,379,385). Per altra banda, el fet que un
grup de pacients amb preséncia de limfocits leucémics tinguin una ANK
normal contradiu aquesta hipdtesi. .
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La xifra de LGG no s’ha correlacionat de manera directa amb ia
citotoxicitat desenvolupada pels malalts. La manca de relacié entre eis
LGG i la citotoxicitat també s’ha descrit en controls sans (4). Malgrat aixo,
el grup de pacients amb una xifra de LGG superior a 0,5x10%/L
desenvolupen una citotoxicitat superior que la resta de malalts. Ja que
no s’observen diferéncies respecte les caracteristiques cliniques ni el
nombre de limfocits entre els dos grups de pacients la major citotoxicitat
s’ha de relacionar amb el major nombre de LGG.

L.a resta de parametres analitics no ha mostrat relacié amb I’ANK
(ex: nivells d’hemoglobina o plaquetes). La preséncia d’hipo-IgA s’ha
relacionat amb activitat NK baixa. Si bé les CNK regulen el funcionalisme
dels limfocits B i s’han descrit poblacions limfocitaries NK supressores
dels limfdcits B en pacients amb LLC-B que presenten hipogammaglobu-
linémia (94,383), la relacié detectada en els nostres pacients es deguda a
qgue el grup amb nivells baixos d’IgA tenen uns recomptes limfocitaris
més elevats.

La relacié que existeix entre les poblacions limfocitaries i |’activitat
NK sustenta P’efecte “dilutor™ de la poblacié limfoide B leucémica sobre
I’ANK. A la serie global es poden definir grups de citotoxicitat
diferenciada dividint els pacients per la xifra mitja de cadascuna de les
poblacions limfocitaries T i NK considerades de forma percentuai. EI grup
amb major percentatge de limfocits T i NK desenvolupa més activitat
litica, i per certs antigens de superficie (CD2, CD16 i CDitb) la
citotoxicitat no difereix dels valors de normalitat. En els pacients no
tractats, que tenen unes caracteristiques similars a les de la série global,
s’observa una relacié directa entre I’ANK i el percentatge de limfocits
CD16* i CD11b*. Apostolopoulos et a/ (329) també refereixen aquest mateix
efecte CD16 ANK en una serie de 15 malalts no tractats. Aquesta relacié
directa entre eis valors percentuais de poblacions limfoides amb antigens
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NK i I'ANK reflecteix |I’efecte dilutor de fa poblacié ieucémica en I’activitat
litica. La manca de correlacié lineal entre I’ANK i el percentatge de les
poblacions T i NK en la série global pot ser deguda a que la série global
inclou malaits tractats amb diversos farmacs. Si bé eis pacients tractats
tenen unes xifres similars a la dels malaits no tractats per cadascuna de
les poblacions limfocitaries I'ANK de la série global pot estar afectada per
I'efecte citopatic que provoca la quimioterapia. Finalment, els pacients
amb LLC-B tenen uns percentatges de limfocits T i NK molt inferiors a la
poblacié control. Malgrat el gran increment en la poblacié B de la mostra
testada !’activitat litica natural que desenvolupen no és indetectable. La
depleccié de limfocits B de la mostra a testar provoca un augment en ANK
(163) j el grup de pacients inclosos en aquest estudi que tenen una major
proprocié de limfocits NK tenen una ANK normal. Considerat tot en
conjunt, I’ANK dels pacients amb LLC-B esta interferida per ila dilucié
de la poblacié efectora pels {imfdcits leucémics.

4. Poblacions limfocitaries

Els pacients amb LLC-B tenen una alteracié en la distribucié de les
diverses poblacions limfoides. La malaltia comporta !’increment de poblacié
limfoide B en un estadi immadur. L’increment en la poblacié limfoide B
motiva la disminucié percentual de limfdcits T i NK. Nogensmenys, quan
s’analitzen els valors absoluts de les poblacions n6 leucémiques s’observa
un increment de les mateixes respecte dels valors en obtinguts en
individus control. L’increment en el valor absolut s’observa en totes les
poblacions estudiades (CD2, CD4, CD8, CD16, CD57, CD11b) excepte en la
xifra de limfocits CD56* en el que el nombre de pacients | controls
analitzat és molt petit.

L’increment absolut de les poblacions limfocitaries T | NK que

s’observa en aquest estudi concorda amb les dades referides préviament
(131,220,273,275,329,380-383)_ | ’'increment dels valors absoluts és més acusat
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com més avangat és I’estadi de ia malaltia assolint significacié estadistica
el nombre de limfdcits CD2, CD4 i CD56. La resta de poblacions també
s’incrementen sense assolir significacié potser influit per I’escAs nombre
de pacients en estadis avangats. Diversos trebals publicats refereixen
resultats on els pacients en estadis avangats tenen un major increment

de les poblacions limfoides (131,273,275).

Les poblacions limfocitaries no han mostrat relaci6 amb les
principals caracteristiques cliniques excepte la mencionada amb |’stdi
clinic. La quiescéncia de la malaltia no es relaciona amb uns valors,
percentuals o absoluts, limfocitaris T i NK diferents. Els pacients en
estadi A amb LLC-B quiscent tenen una xifra de limfdcits CD19* menys
elevada que aquelis malalts en estadi A amb LLC~-B no quiescent que es
correlaciona amb unes xifres de limfdcits totals inferior (20,3%*10,7 vs
61,52%72,4; p=0,054). Kimby et al (382) descriuen un menor nombre de
limfocits B en malalts amb “limfocitosi monoclonal de significat
indeterminat” que es clinicament se'ls pot considerar com LLC-B
quiescents. De fet la diferéncia en la xifra de limfdcits entre els malalts
amb estadi A segons la quiescéncia de la malaltia no ha de sorprendre ja
que un dels criteris de definicié és la limfocitosi inferior a 30x10%/L.

Generalment es descriu ’alteraci® del quocient CD4/CD8 en els
malalts amb LLC-B (131,220,273,275,329,380-382). E! valor del quocient
CD4/CD8 dels pacients que composen la série no difereix dels valors
control. Quan s’analitza la literatura es fa evident que I’alteraci6 és més
acusada com més avancada estad la malaltia (131,273,275,329,382) amb uns
valors normals en els estadis menys avangats © en pacients amb criteris
de LLC-B quiescent (329,382). L’elevat nombre de pacients en estadis poc
avancats i de malalts amb LLC~-B quiescent pot contribuir a ia normalitat
del quocient CD4/CD8 observat en la present série.

S’observa una correlacié inversa lineal entre els percentatges de les
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poblacions limfocitaries T i NK amb fa xifra de limfocits i leucdcits. Al
considerar les poblacions en valor absolut s’observa una correlaci6
directa lineal entre la xifra de limfocits i leucdcits i les poblacions T, NK,
cbie*CcD8*, CD16*CD57* i CD11b*CD2". Aquest fet ha sigut referit
préviament (273,329), En concordancia amb [’exposat, s’objectiven
diferéncies significatives en les poblacions limfocitaries quan es
s’agrupen els pacients segons una xifra de limfocits determinada.

Els pacients amb una xifra de LGG superior a 0,5x10°/L tenen un
major nombre de limfocits CD16*, CD57* i CD11b*, sense que aquest fet es
pugui atribuir a una limfocitosi més elevada.

La xifra de gammaglobulines, d’Ig G i d’Ig A han mostrat relacié
inversa amb el quocient CD16/CD8 i CD16/CD11b. A la literatura només
esta descrita la relacié entre ia xifa de gammaglobulines i el valor deis
quocient CD4/CD8 (329).

Els malalts amb un TDL més llarg tenen una xifra més elevada de
limfocits CD4* i un valor del quocient CD4/CD8 més elevat que els
pacients amb un TDL més curt, si bé no s’assoleixen diferéncies
significatives. No existeix cap estudi previ analitzant les subpoblacions
limfocitaries i el TDL, perd I’evidéncia que els pacients amb "limfocitosi
B monocional de significat desconegut” descrit per Kimby et a/ (329) tenen
un quocient normal esta d’acord amb els resultats obtinguts.

Els pacients amb un patré infiltratiu a ia BMO de tipus difus tenen
una xifra superior de limfocits CD4* que la resta de malalts. No existeixen
treballs que correlacionin el tipus de patrdé histoldgic amb les
subpoblacions. De totes maneres, els patrons histoldgics difusos
s’acostumen a veure en pacients en estadis avangats | més leucositdsics,
en els que la xifra de CD4* pot estar més augmentada. Nogensmenys, en
els pacients d’aquesta série amb un patré difus no es pot demostrar una
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major xifra de limfdcits (59,4+46,4 vs 41,5%48,7) si bé només quatre
pacients tenen un patré difus i determinacié de CD4.

A la LLC-B s’han descrit diverses alteracions en ’expressi6 dels
antigens NK com per exemple l’increment de la poblacié CD8*, CD57%,
’aparicié de poblacions andmales (CD4*CD11b*) i alteracions en la relacié
de Pantigen CD57 i CD16 (131,380-383). L’augment mig de la poblacié CD57*
és més acusat (6 vegades el valor normal) que I’'increment de la poblacié
CD16* (4 vegades la normalitat) amb un increment percentual de la
poblacié6 CD16*CD57* respecte dels controls. Els pacients de la série
mostren una major nombre de limfdcits que coexpressen CD16 i CD2 o CD8
que els individus control. La coexpressi® d’antigens per part deis
limfocits CD16 no s’ha analitzat en les publicacions prévies, perd esta
dintre de la linea de major coexpressi6 d’antigens NK en la poblacié T en
pacients amb LLC~-B (380-381),

Finaiment, la realitzacié de tractament comporta una alteracié de les
poblacions limfocitaries. No existeixen diferéncies entre el nombre de
limfocits entre els malalts tractats i no tractats perd si en el quocient
CD2/CD19. En ambdos grups de pacients aguest quocient és inferior al
valor control pero és significativament inferior en el grup no tractat. Si
bé aquest fet no s’ha analitzat a la literatura no ha de sorprendre ja que
la disminucié limfocitaria provocada pel tractament ha d’incidir més sobre
la poblacié leucémica.

5. Citotoxicitat en periodes d’incubacié perllongats

La determinacié de [’activitat litica donara uns resultats diferents
si el periode d’incubacié entre D:E es perllonga ja que es permet el
reciclatge celdular de la CNK per lisar noves céliules diana (202). Malgrat
que amb els assaigs de 18-20 hores s’obté menor variabilitat
interindividual en els resultats i una menor oscillacié intraindividual que
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en assaigs més curts la gran majoria dels autors treballen en assaigs de
4 hores.

Per valorar la capacitat de reciclatge de ia CNK dels pacients amb
LLC-B s’han fet assaigs de citotoxicitat amb periodes d’incubacié de 20
hores. La dinamica de la CNK s’ha comparat amb la d’individus controls
i amb la de malalts amb un defecte funcional, adquirit i citopatic, de la
CNK (hemofilics HIV positius).

Les caracteristiques dels malalts estudiats inciosos en i’estudi
d’incubacié perliongada no difereixen en les caracteristiques principals
(edat, sexe, estadis clinics, limfocits) de la série global.

La citotoxicitat exercida pels pacients en el classic assaig de 4 hores
d’incubacié és inferior al valor d’ANK dels controls, com esta descrit a la
literatura i com succeeix en la serie global. Algun dels treballs que
analitza I’ANK en pacients amb LLC-B ha utilitzat un assaig de 16 o 18
hores d’incubaci6 (125,210,329,376), La citotoxicitat és inferior gue la del
grup control. No s’han fet comparacions entre la citotoxicitat obtinguda
a 4 hores o en incubacions més perliongades.

El comportament de I’ANK en els pacients amb LLC-B és similar a
P'observat en individus control. La perllongaci6é de la incubacié amb
'increment de temps per lisar les céllules diana condueix a un increment
significatiu de la citotoxicitat, com s’ha descrit en individus sans (202).
En el present estudi, controls i pacients amb LLC-B incrementen la
citotoxicitat a les 20 hores d’incubacié, com és normal. De tota manera,
’increment de citotoxicitat que presenten els malalts no normalitza I’ANK
comparant amb els valors controls a 20 hores, fet referit préviament
(210), En canvi, els nivells de citotoxicitat aconseguits a les 20 hores
d’incubacié sén equiparables als valors control de citotoxicitat a 4 hores
d’incubacié. Per tant, es podria equiparar el tipus de resposta deis
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pacients amb LLC-B amb el tipus C de citotoxicitat decrit per Zaretskaya
et al (z02).

L’increment en la citotoxicitat en incubacions perilongades que
s’observa en els pacients amb LLC~B suggereix que no existeix de, forma
predominant, un defecte citofuncional a la CNK dels malalts. Aquest fet
es veu substentat encara més quan es compara el comportament litic dels
pacients amb LLC-B amb les modificacions de la citotoxicitat motivades
per la perilongacié de I’estudi en malalts hemofilics amb CNK
funcionalment alterades. EI darrer grup de pacients no es capa¢
d’incrementar la citotoxicitat baixa a pesar de disposar de més temps per
lisar les céllules diana.

Encara que els resultats de |’estudi de citotoxicitat no descarten de
forma indiscutible un defecte funcional de la CNK dels pacients amb
LLC-B unicament és podria atribuir una cineética de lisi més lenta. En
canvi, si es considera |’efecte "dilutor” dels limfocits B leucémics en
I’ANK el patré de comportament de la citotoxicitat és I’esperat. Es a dir,
existeixen menys cekiules efectores disponibles, funcionalment sén
normals o escassament patoldgiques i triguen més temps a lisar el mateix
nombre de céllules diana que els individus control que poseeixen més
cellules efectores per la mateixa proporcié D:E.

En els assaigs de 20 hores també s’ha observat la correlacié inversa
lineal entre I’ANK i la xifra de limfocits. A més, s’ha objectivat una
correlacié directa lineal entre I’ANK i el percentatge de limfdcits CD16* i
CD11b* (limfdcits NK). Aquestes dades concorden amb descripcions
prévies (329) i sén congruents amb I’efecte “dilutor” dels limfocits
leucémics com la principal causa que disminueix I’ANK a la LLC-B.

6. Progressié de la LL.C-B.
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A. Supervivéncia

En els pacients amb LLC-B s’han definit diverses caracteristiques
clinigues i analitiques que tenen infiuéncia en la supervivéncia dels
malalts. Entre elles, els estadis clinics, el patré histoldgic d’infiltracié a
la BMO o el TDL han mostrat tenir gran influéncia en Pevolucié dels
malalts (291-293,302,307-308,315), En aquest estudi s’analitzen quins factors
influeixen en la superviveéncia dels pacients incloent-hi parametres amb
influencia pronostica ja coneguts i els parametres determinats en aguest
estudi (ANK i poblacions limfocitaries).

Dels seixanta-set pacients inclosos en ’estudi quatre han mort en
el moment de tancar la recoliida de dades. Les causes que han conduit
a la mort sén les descritres a la literatura i estan en relacié amb la
malaltia (infeccions i transformacié a limfoma d’alt grau) (220). En ’anéalisi
univariada, considerant el moment de la inclusié a I’estudi, mostren
influéncia en la supervivéncia dels malaits la xifra de plaquetes i
prolimfdcits inicial, els estadis de Rai i Binet, les xifres inicials d’Ig G i
d’IgA i I’ANK tedrica. La importancia pronostica de la xifra de plaquetes
és un fet conegut i per aquest motiu s’ha inclés en les dues
classificacions cliniques per estadis (291-293). La major preséncia de
céliules no tipiques de LLC-B (centrocits, prolimfdcits, etc.) també s’ha
associat a una menor superviveénvia dels malalts (304-305). Els nivells
d’immunoglobulines també s’ha associat amb la supervivénvia deis malalts
(331), La relacié que existeix entre I’ANK i la supervivéncia dels pacients
amb LLC-B no s’ha analitzat en cap treball previ per la manca de treballs
clinics sobre I’ANK a la LLC-B. No obstant, I’ANK és un factor
d’importancia en la supervivéncia i en la supervivéncia lliure de malaltia
de diversos tipus de tumors sdlids (4).

Si ’estudi univariat de la supervivéncia es realitza des del moment
del diagnostic les variables que mostren infiuéncia s6n la xifra
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d’hemoglobina i de plaguetes inicials i IPANK. Les dues primeres
caracteristiques han demostrat la seva importancia i s’han incl6s entre

els criteris per estadis clinics (291-293),

L’analisi multivariada dels factors independents amb influencia en
la sobrevida dels pacients des del moment de la inclusié a I’estudi obté
com a variables independents la xifra de plagquetes | d’hemoglobina inicial
i PANK a proprocioé D:E 1:100. Ja s’ha discutit el significat de cadascuna
d’aquetes variables en e! paragraf anterior. En {’analisi multivariada
analitzant les variables des del moment del diagnostic de la malaltia les
que mostren influéncia en el pronodstic sén les mateixes que el I’analisi

anterior,
B. Progressié de la limfocitosi

La limfocitosi elevada és un factor de mal prondstic ala LLC-B i és
un parametre d’evolucid de la malaitia (309,315-316). Dels cinquanta-tres
pacients en risc de desenvolupar una limfocitosi progressiva quatre han
presentat el fenomen evolutiu durant el periode de seguiment. Els
parametres que han influit en el desenvolupament de la limfocitosi
progressiva, tant el {’analisi univariada com multi, han sigut la major
limfocitosi en el moment de I’estudi i I’edat més avangada dels pacients.
No existeixen factors de risc per desenvolupar limfocitosi progressiva
quan es considera des del moment dei diagndstic. Aquest fet no ha de
sorprendre ja que els malalts que tenien risc en el moment del diagndstic
han desenvolupat la limfocitosi abans de la seva inclusi6é a 'estudi.

C. Progressi¢ d’estadi clinic
La histdoria natural de la majoria de pacients amb LLC-B és la

progressié de la malaitia augmentat la infiltracié leucémica i progressant
d’estadi. De la série global de pacients, trenta-sis no han rebut
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tractament. En aquest grup s’ha analitzat la progressié de la malaltia a
estadis clinics superiors. Quatre malalts (11,1%) han progressat d’estadi.
Les variables que han mostrat pes prondstic per la progressi6é de la
malaltia ha sigut la xifra de plaguetes.

7. ANK en el transcurs de la malaltia

Els treballs publicats sobre I’ANK en la LLC-B coincideixen en la
menor activitat litica dels malaits. Alvarez de Mon et a/ (35) descriuen la
normalitzacié de I’ANK en pacients que assoleixen |'estadi O de Rai
després de realitzar tractament alquilant. L’evolucié de [’activitat
citotdxica segons els canvis clinico-analitics produits no s’ha descrit en
cap altre article médic. En el present treball s’ha determinat
repetidament I’ANK del mateix pacient i s’ha anotat les variacions
produides entre elles. L’analisi de les modificacions s’ha fet distribuint
els pacients en tres grups. El primer esta composat per pacients que no
han rebut tractament al llarg de les diferents proves. Aquest grup
permet valorar 'evolucié natural de I"ANK en pacients amb LLC-B. E!
segon grup estd composat per pacients que reben diversos tipus de
guimioterapia alquilant. S’analitzen les modificacions de |'activitat litica
i els parametres analitics en relacié amb les modificacions provocades pel
tractament citorreductor. El tercer grup esta composat per pacients que
reben tractament amb a-interferd. L’interferd és eficag en estadis poc
avancats de la malaltia i és un potent potenciador de I’ANK (11,13), En
aguest tercer grup es valoren les modificacions en la citotoxicitat i les
pobtacions limfocitaries promogudes per I’agent immunomodulador.

A. Evolucié de I’ANK en pacients no tractats
L’estadi clinic dels vuit malalts no tractats és de forma predominant

AO o Al. Cap dels pacients va progressar a estadis clinice més avangants.
El predomini de pacients en estadis poc avancats ente el grup de
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pacients sense tractament és ldgic. Com s’ha descrit en l’apartat de
tractament de la LLC-B es preferible reservar el tractament per pacients
amb signes de mal prondstic. El comportament de I’ANK no ha sigut
homogeni. Tres malalts mantenen estables les xifres de citotoxicitat. Un
pacient mostra un descens en |’activitat litica sense una cuasa aparent
que ho justifiqui. Quatre pacients incrementen la citotoxicitat, en dos de
forma molt evident. En un d’aquest malalts {’increment es produeix
després de recuperar-se d’un episodi infecciés greu. Les CNK juguen un
paper important en la lluita primaria contra la infeccié. La seva activitat
antibacteriana pot provocar una disminucié de la citotoxicitat (4). Per
tant I’increment en I’ANK d’agquest pacient pot reflectir ’evolucié normal
de I’ANK en el trasncurs d’una infeccié. La resta de pacients no té una
causa clinica que justifiqui I'increment de P’activitat litica.

l.es poblacions limfocitaries dels pacients que no reben tractament
es mantenen estables en tots excepte en un. Aguest darrer malalt té un
increment percentual i absolut de la poblacié limfoide T i NK. Es un
pacient en estadi A que desenvolupa una citotoxicitat normal, amb uns
valors de limfdcits NK normals. Per tant, en aquest malalt concret no es
pot dir que existeixi un defecte intrinsec de la CNK com han suggerit

altres autors (210,329,373,375,377).

B. Evolucié de I’ANK en malalts sota tractament alquilant

Els vuit malalts que realitzen tractament tenen un estadi clinic més
avangat que el grup no tractat ja que unicament el 37,5% d’ells esta en
estadi 0. La majoria de pacients rebien CLB sol o en combinacié amb PDN.
Durant el periode de tractament tots els pacients excepte un es van
mantenir en I’estadi clinic mentre que un va progressar de Al a BII.

La xifra de limfocits no es modifica de forma significativa en el
periode de control de ila citotoxicitat. En aquest grup I’evolucié de la
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citotoxicitat també és heterogeni. Dos pacients mantenen estable la seva
baixa citotoxicitat. Aquest pacients presenten una xifra de limfocits
superior a 50x10%/L amb una escassa proprocié de limfocits efectors. Un
segon grup, composat per tres pacients, incrementa ’activitat litica. En
dos d’ells I’'increment és coincident amb una reduccié de la limfocitosi i
el en tercer amb un increment de la poblacié NK. L’intima relacié que
existeix entre la limfocitosi | ’ANK | entre el percentual de les poblacions
NK i I’ANK permet suposar una situacié tedrica on la disminucié de la
limfocitosi o I’increment percentual de les poblacions NK es reflecteixi en
un increment de [’ANK. Ei comportament d’aquests tres pacients concorda
de forma plena amb la hipdtesi de |’efecte dilucional. Es més, la reduccié
de la citotoxicitat coincidint amb un increment en la xifra de jimfdcits que
s’hauria d’observar de forma tedrica també s’ha pogut demostrar en un

pacient en determinacions posteriors.

Finalment, tres dels malalts tractats amb agents alquilants
disminueixen la seva citotoxicitat. En dos d’ells no s’assisteix de forma
immediata i paralleia a I’'increment de la citotoxicitat amb la disminucié de
la xifra de limfocits. En aquells pacients en els que s’ha pogut practicar
més determinacions posteriors s’ha assistit a un increment en {’ANK. Per
tant, es pausible que inicialment existeix un efecte citotdxic que afecta
als limfocits leucémics disminuint la xifra de limfdcits i, alhora, un efecte
citotdxic sobre els limfocits efectors que disminueix la seva capacitat
litica. Classicament s’ha dit que els alquilants sén inhibidors de la
citotoxicitat (4). A més, el comportament de la citotoxicitat en el grup de
pacients tractats amb interferd substenta la citotoxicitat del CLB sobre
les CNK, com s’exposara més tard.

El comportament de I’ANK en relacié amb les xifres de limfocits i

poblacions limfocitaries és |’esperat segons la hipdtesi de [|’efecte
dilucional.
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C. Evoluci6 de I’ANK en pacients tractats amb a,,-interferé

Nou malalts en estadi A van ser inclosos en un protocol terapéutic
que, en una primera fase, inclou la citorreduccié per mitja de CLB i, en
una segona fase, 'administracié d’interferé per valorar |’efecte anti-
tumoral afegit d’aquesta substancia. Cap pacient va progressar a un

estadi superior de Binet.

En ia fase de citoreduccidé mitjangant I’administracié de CLB s’obté
una reduccié de la xifra de limfocits en tots els malalts. L’ANK no
s’incrementa de forma global. El 75% pacients amb una ANK basal més
baixa incrementen la citotoxicitat fins nivells propers a la normalitat. El
50% dels pacients amb citotoxicitat basal normal la mantenen mentres que
el 50% restant presenten una disminucié de I’ANK a pesar de la disminucié
de la xifra de leucdcits., Per tant, en aquells pacients amb una activitat
NK menor el tractament pot incrementar-la mentres que en pacients amb
citotoxicitat normal la introduccié del tractament alquilant pot reduir-la
possibiement per afectar també a les céllules no leucémiques. Aquest
efecte citorreductor no selectiu s’observa pel decrement en totes les
pobiacions limfocitaries B, T | NK després de rebre CLB.

En la fase de tractament amb a-IFN s’observa una gran increment
en la citotoxicitat desenvolupada pels malalts. El 85,7% dels mateixos té
una citotoxicitat dintre les limits de la normalitat. Aigun dels pacients
desenvolupa una activitat iitica molt intensa (71,5% a una proporcié D:E
1:200). A P’inici de P’estudi Unicament el 44% poseia una activitat litica
dintre dels limits de la normalitat. Aquest increment en la citotoxicitat no
s’acompanya d’una reduccié en la xifra de limfocits. En canvi, "adminis-
traci6 d’a-IFN s’acompanya de redistribucié de ies poblacions T i NK, que
retornen als nivells basals, i d’una disminucié de la poblacié leucémica
que no assoleix significaci¢ estadistica. »
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L’interferé és un potent estimulant de I’ANK (11,13), L’increment de
la citotoxicitat ja s’havia referit en assaig /n vitro realitzats en malalts
amb LLC-B. No obstant, no tots els autors coincidient en el grau de
recuperacié de citotoxicitat. Per un grup la recuperacié és parcial i
d’aquesta manera postulen que la CNK de la LLC~-B és intrinsecament
defectuosa (210,329,373,375,377) mentre que altres grups observen una
recuperacié total de la citotoxicitat després de la incubacié amb IFN i el
defecte de la CNK no esta tant clar (210,373), L’aplicacié d’IFN a la LLC-
B és de recent introducci6é i s’ha limitat a protocols que inclouen pocs
pacients. No s’ha analizat I’efecte de la terapéutica sobre I’ANK. La bona
resposta que mostra la part funcional de la CNK en el pacients en estadis
poc avangats de LLC-B indiquen que els mecanismes d’estimulacié i de lisi
sén normals en aquestes situacions i que I’efecte "dilutor” dels limfocits
B sigui la causa més important en la baixa activitat litica d’aquest malalts.

Certs autors han relacionat la resposta al tractament amb
’increment en [’activitat litica mentres que altres autors no troben
correlacié entre els dos parametres (162,179,183-185), De fet, els pacients
tractats van respondre o no a I’a~IFN independentment de {’increment en
I’ANK. Possiblement, I’efecte terapéutic de I'IFN no estigui mediat de
forma directa per la capacitat en incrementar ’activitat NK.

En resum, els pacients amb LLC-B tenen una citotoxicitat baixa en
comparacié amb els controls. La citotoxicitat que desenvolupen mostra
una relacié inversa amb la limfocitosi i una relacié6 directa amb el
percentatge de {imfocits T i NK. En aquells casos en eis que es disposa
de determinacions seqlUencials els canvis en la citotoxicitat segueixen el
sentit concordant amb els parametres descrits, es a dir que I'activitat
iitica s’incrementa quan disminueixen els limfocits totals o quan augmenta
el percentatge de limfocits T | NK. La resposta en la citotoxicitat després
d’incubacions perllongades no és diferent de la normal, obtenint-se xifres
de citotoxicitat similars a la dels controls en periodes d’incubacié normal.
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L'IFN incrementa I’ANK in vivo, normalitzant-la. Es possible que els
agents alquilants provoquin una disminucié de la citotoxicitat per el
mateix efecte citoreductor que tenen. Finalment, en estadis precogos de
la malaltia la baixa citotoxicitat esta mediada per |’efecte dilucional dels
limfocits B mentres gque en estadis avangats i molt leucocitdsics s’ha de
descartar |’alteracié intrinseca de la CNK per purificacié de les mateixes
amb, de forma ideal, un métode especific per elles (AcMo), rapid i que no
precisi de pasos técnibs realitzats a 4°C.
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CONCLUSIONS

Deis resultats obtinguts es desprenen les seglients conclusions:

1. Tecnica de citotoxicitat

1. En V'estandaritzaci® de la técnica s’ha observat una bona
reproductibilutat i linearitat.

2. El calcul dels valors tedrics de citotoxicitat després de I’ajustament
dels valors experimentals a una corba tedrica de tipus von Krogh
ha mostrat un bon ajustament, tant en individus control com en

pacients amb LLC-B.

2. Efecte dels limfocits B a I’ANK de controls

3. L’increment de la proporcié de limfdcits B a la CMN d’individus
control produeix una reduccié en la mateixa que segueix un patré

de regressié lineal.

3. Activitat natural killer a la LLC-B

4, L’ANK a la LLC-B esta disminuida respecte dels valors control.

5. Un 19,4% dels pacients desenvolupa una ANK normal. Les
caracteristigues d’aquest grup de pacients sén: predomini de
I’estadi O de Rai (69,9%) i major proporcié a SP de limfocits CD2*,
CD4*, CD16%, CD57*, CD11b* i CD56*.
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6. L’ANK mostra una relacié lineal inversa amb el recompte de ieucdcits
i limfocits dels pacients. Aguesta relacié es manifesta en:

1. increment de ia citotoxicitat a mesura que augmenta la
proporcié D:E.

2. la menor citotoxicitat dels pacients en estadis avangats, en els
gue presenten hepatomegalia o hipolg A i que corresponen a
malalts amb major limfocitosi.

3. la relaci6 observada entre I’ANK | el percentatge de limfdcits
CD2%, CDh4*, CD16*, CD57*, CD11b* i CD56*, tenint en compte que

el percentatge de limfocits esta en relacid amb la limfocitosi.

4. en els malalts que no han rebut tractament on I’ANK té relacié
lineal directa amb el percentatge de limfocits CD16* i CD11b".

7. Els pacients amb uns percentatges més alts de les poblacions CD2*,
CD16* i CD57" poseeixen una activitat litica normal.

8. L’ANK té relacié amb la major preséncia de LGG.

9. Ei comportament de I’ANK en la LLC-B guan es realitzen incubacions
perllongades és normal, si bé no ateny els valors de normalitat.

10. Els estudis seqiiencials mostren, en general, coincidéncia entre:

1. Pincrement de I’ANK i la disminucié de la xifra de iimfdcits,
i ala inversa.

2. I'increment de I’ANK i I’increment percentual de les poblacions
limfocitaries T i NK.
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11. EI tractament subcutani amb a-IFN és capa¢ de normalitzar I’ANK
sense incrementar el nombre de limfocits T i NK.

4. Poblacions limfocitaries

12. Els pacients amb LLC-B tenen un menor percentatge de {imfocits T
i NK i un major percentage de limfocits CD19* que el grup control,
mostren uns valors absoluts per cadascuna de les poblacions
analitzades superiors a les del grup control i tenen un quocient
CD2/CD19 esta molt disminuit.

13. Les poblacions limfocitaries estan relacionades amb la xifra de
limfocits. Aquest fet ha influit en els valors absoluts més elevats de
limfocits CD2%, CD4* | CD19* que s’observa en els estadis avangats
de la malaltia (III=IV o C), en la relacié lineal directa entre el valor
absolut de limfocits T i NK i la xifra de limfocits i en la relacié lineal
inversa entre els percentatges de les diverses poblacions i la xifra
de limfocits.

14. El patré de tipus difus s’associa a uns valors superiors de limfdcits
CD4*.

5. Supervivencia i progressié de la malaltia

15. Les variables que tenen influencia sobre la sobrevida, des del
moment d’inclusié a I’estudi, en |'analisi univariada sén la xifra de
prolimfocits i de plaquetes inicials, I’estadi de Rai i de Binet, I’ANK,
els nivells d’Ig G i Ig A inicials. Les variables que han mostrat valor
predictiu en |’analisi multivariada han sigut la xifra de plaquetes i
d’hemoglobina inicial i I’ANK a la proporcié 1:100. En el grup amb
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16.

17.

LLC-B no quiescent s’han aillat les mateixes variables amb influéncia

sobre la supervivencia.

Les variables amb influéncia sobre |’aparicié d’uns recomptes
limfocitaris superiors a 50x10°/L des del moment de la inclusié en
I’estudi han sigut, tant a ’analisi univariada com multi, la xifra de

limfocits | I’edat dels pacients.

lLa xifra de plaguetes ha mostrat influéncia pronostica en la
progressié de la malaltia.
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