Leucemia linfocitica cronica de linfocitos B: a propdsito de un caso.
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RESUMEN

La leucemia linfocitica crénica (LLC) es una proliferacion clonal de linfocitos pequefios y maduros,
manifestada como una linfocitosis periférica persistente. La LLC es mas prevalente que la leucemia
linfocitica aguda (LLA) en perros. Existen tres subtipos: la de células T (LLC-T) la de células B (LLC-B)
y LLC atipica. La LLC-B se diagnostica comUnmente en perros mayores y generalmente es asintomatica.

El tratamiento con quimioterapia no siempre es necesario. Se recomienda monitoreo con examenes fisicos
y hemogramas seriados. El clorambucilo es el tratamiento mas efectivo administrado de forma diaria
combinado con prednisona. El prondstico es generalmente bueno, con una supervivencia que puede
alcanzar los 3 afios.

Se presenta un caso clinico de leucemia linfocitica crdnica de linfocitos B en una perra de 13 afios, de raza
Pastor Aleméan. Se describe la presentacién y evolucidn de la enfermedad, el diagnostico de ésta y el
tratamiento empleado, basado en la combinacion del fArmaco quimioterdpico clorambucilo administrado a
dosis pulsatiles cada 2 semanas y prednisona. El tratamiento con clorambucilo a dosis pulsatiles fue
efectivo, consiguiendo un recuento de linfocitos normal al sexto ciclo de administracién.

INTRODUCCION

La leucemia linfocitica cronica (LLC) es una proliferacion clonal neoplésica de linfocitos pequeios y
maduros que se manifiesta como una linfocitosis periférica persistente (> 3 meses). Las leucemias
linfociticas son mas prevalentes que las leucemias mieloides en los perros y la leucemia linfocitica cronica
(LLC) es mas frecuente que la leucemia linfocitica aguda (LLA). La causa de la LLC atin es desconocida,
pero se ha identificado un componente genético (1,2).

Se identifican tres subtipos de LLC que se diferencian en la inmunofenotipificacion: la LLC de linfocitos
T (LLC-T), que es la forma mas comun, con linfocitos CD3+/ CD8+, la LLC de linfocitos B (LLC-B)
(CD21+), que es el siguiente subtipo mas comun, y la LLC atipica, que representa una combinacion de
inmunofenotipos (CD3-, CD8+; CD3+, CD4-, CD8-; CD3+, CD4+, CD8+ y CD3+ + CD21+) (3)

La leucemia linfocitica de células B suele diagnosticarse en perros de mediana a avanzada edad,
estableciéndose la edad media de diagnostico en los 11 afios (4,5).

Generalmente no suelen aparecer signos clinicos; de hecho, muchas veces es un hallazgo casual en los
controles rutinarios o chequeos geriatricos. A veces, puede detectarse letargo, apatia, hiporexia, pérdida de
peso y vomitos. En la exploracion, puede detectarse linfadenopatia leve, palidez de las mucosas,
esplenomegalia y, en menor medida, hepatomegalia. Estos signos se deben a la acumulacion de linfocitos
neoplasicos en la médula 6sea, los ganglios linfaticos y otros tejidos, asi como a las alteraciones
inmunoloégicas que supone el proceso (2,5,6).

Con el transcurso de la enfermedad, algunos perros pueden desarrollar lo que se conoce como sindrome de
Richter (SR), que consiste en el desarrollo de un linfoma agresivo. Los datos de incidencia en veterinaria
todavia son limitados, pero en medicina humana, ocurre en un 2-20% de los casos. Existe un estudio en
veterinaria que incluye 153 perros con LLC y se demostro el desarrollo de SR en ocho casos (un 5,2% del
total), dos de ellos con inmunofenotipo de células T (2.2% de LLC-T) y seis con inmunofenotipo de células
B (10.9% de LLC-B) (7).

En el diagnostico diferencial, deben descartarse otras causas de linfocitosis persistente, como la
estimulacion antigénica por enfermedades infecciosas (p. €j. E. canis, S. lupi, L. infantum, T. gondii),
enfermedades autoinmunes (como la anemia hemolitica inmunomediada), enfermedades endocrinas (como



el hipoadrenocorticismo e hipertiroidismo), linfocitosis postvacunacién, timoma y trastornos
linfoproliferativos (como LLA y linfoma en estadio V) o menos frecuentemente, trastornos congénitos de
inmunodeficiencia (8).

El diagnostico en veterinaria se lleva a cabo por la informaciéon morfolégica, inmunofenotipica y genética
molecular en sangre, médula 6sea y otros 6rganos infiltrados. No obstante, la historia clinica, la exploracion
del paciente y la evaluacion laboratorial son de suma importancia. La demostracion de clonalidad en el
analisis genético molecular puede llevar al diagnéstico de neoplasia. La inmunofenotipificacion con
citometria de flujo permite obtener el diagndstico definitivo e identificar proliferaciones de linfocitos B y
T (1,2).

El hallazgo mas significativo que puede detectarse en el hemograma es una linfocitosis persistente de mas
de 3 meses, que puede ir acompaiada de citopenias de otras lineas celulares, a menudo una anemia
normocitica, normocroémica y no regenerativa leve. En casos graves, la anemia puede ser moderada a grave,
y puede ir acompafiada de neutropenia y/o trombocitopenia, la mayoria de los casos leve. Ademas, en el
proteinograma puede detectarse una gammapatia monoclonal y en la bioquimica, hipercalcemia (5,6). No
hay un rango de linfocitosis absoluta establecido, pero se considera entre 6000 a mas de 200,000
linfocitos/uL (2)

En el analisis morfologico de la sangre periférica, se obtiene una poblacion de linfocitos pequefios de
aspecto maduro, con nucleos redondos pequefios, cromatina condensada, sin nucléolos aparentes y bordes
de citoplasma basofilico (9) (Figuras 1, 2 y 3)

El diagnostico definitivo de la LLC se obtiene en algunos casos mediante la puncion de la médula 6sea y
la realizacion del correspondiente mielograma. En el aspirado de médula 6sea e histopatologia de tejidos
afectados se observa una proliferacion significativa (> 30%) de linfocitos pequefios y maduros (2,6).

La citometria de flujo es una herramienta util para establecer un diagndstico y un pronoéstico, evaluando el
tamafio de las células, la complejidad citoplasmatica y la expresion de proteinas de superficie celular e
intracelular. La identificacion de antigenos de superficie en linfocitos permite su tipificacion y determinar
el grado de maduracion celular (6,9). La utilidad de esta herramienta radica en su capacidad para detectar
la expresion de multiples antigenos en la superficie de los linfocitos, lo cual permite caracterizar los
linfocitos circulantes. Los anticuerpos disponibles permiten reconocer CD3 y CDS5 caninos (asociados a los
linfocitos T), CD4 (subconjunto de linfocitos T), CD8 (subconjunto de linfocitos T), CD21 (linfocitos B),
CD34 (células precursoras) y CD45 (antigeno comiin de leucocitos) (10,11).

En aquellos casos en los que la citologia, histologia e inmunofenotipificacion no pueden proporcionar un
diagnostico definitivo de malignidad, se puede recurrir al estudio de la clonalidad mediante PCR para
detectar reordenamientos del receptor de antigeno (PARR). La linfocitosis causada por leucemia o linfoma
se caracteriza por una expansion homogénea de células con un solo fenotipo, mientras que las expansiones
reactivas de linfocitos asociadas a una respuesta inflamatoria son heterogéneas. Por lo tanto, el hallazgo de
una poblacion clonal de linfocitos mediante el ensayo PARR, junto con la expansion homogénea de
linfocitos basada en la inmunofenotipificacion, es una evidencia sélida de neoplasia (8).

El tratamiento con agentes quimioterapicos no siempre es una opcion para la leucemia linfocitica cronica.
En muchos casos, se recomienda monitorizacion con examenes fisicos mensuales y realizacion de
hemogramas seriados. Se establece la afectacion de organos, la presencia de citopenias, linfadenopatia o
esplenomegalia como criterios para el inicio de quimioterapia (5).

El clorambucilo es la terapia mas efectiva para la LLC. Se recomienda una dosis de 0.2 mg/kg de peso (o
6 mg/m?), por via oral, cada 24 horas durante 7 a 14 dias, seguido de 0.1 mg/kg (o 3 mg/m?) por via oral,
cada 24 horas. Para el mantenimiento a largo plazo, se puede usar 2.0 mg/m? cada dos dias. (3,5). Existe la
posibilidad de la administracion pulsatil a dosis de 20 mg/m2 cada 2 semanas (12). Se recomienda ajustar
la dosis de clorambucilo en funcidn de la respuesta clinica del paciente y la tolerancia de la médula dsea.
Se suele combinar con prednisona oral con una dosis inicial de 1 mg/kg por via oral, cada 24 horas durante
7 a 14 dias, seguida de 0.5 mg/kg por via oral, cada 48 horas (3,5).

En etapas avanzadas o en pacientes refractarios, se puede sustituir la prednisona por vincristina o el
clorambucilo por ciclofosfamida (5). Los protocolos de linfoma de alto grado también se han utilizado en
animales con LLC que no responden al tratamiento convencional (2). Incluso se ha publicado un reciente



estudio con resultados prometedores en el que se propone el imatinib como una buena opcién como terapia
adyuvante junto con el tratamiento con prednisona y clorambucilo en perros sin respuesta al tratamiento.
Ademas, surgen terapias dirigidas novedosas para la LLC humana como los inhibidores del receptor de
células B, inhibidores de la fosfatidilinositol-4,5-bifosfato 3-quinasa, anticuerpos monoclonales anti-CD20
y antagonistas de Bcl-2, pero no hay evidencia de su uso en medicina veterinaria (1).

El pronostico de la enfermedad es bueno, con una supervivencia que puede alcanzar los 3 afios (6). Incluso
se ha descrito supervivencias de un afio sin tratamiento. En un 70% de los casos tratados, se consigue
normalizar el recuento de linfocitos (3). Existe un estudio que asocia la raza Boxer y un alto Ki67 con
tiempos medios de supervivencia (TMS) menores de 178 dias y 173 dias respectivamente. (13). El
inmunofenotipo de LLC parece que tiene valor pronostico y se establecen los TMS de 930 dias, 480 dias y
22 dias para LLC-T, LLC-B y LLC atipica, respectivamente (3).

CASO CLINICO

Se presenta en consulta una hembra canina esterilizada de 13 afios, de raza Pastor Aleman con peso de 31
kg con historial de artrosis, acuden porque presenta vomitos esporadicos, sin otro signo clinico asociado.

En el examen fisico se detecta linfadenopatia generalizada leve y dolor articular, el resto de la exploracion
fisica se encuentra dentro de la normalidad. Se toma una muestra de sangre para realizar hemograma y
bioquimica, obteniéndose un hemograma con una leucocitosis de 130,85 K/pl, linfocitosis de 121,26 K/ul
y monocitosis de 4,19 K/ul. En la bioquimica y el urianalisis no se encuentran alteraciones relevantes.

Se realiza también una ecografia abdominal, evidenciando engrosamiento de pared vesical, ganglios
linfaticos abdominales aumentados de tamafio e hipoecoicos y patrén esplénico multinodular (patrén en
panal de abeja).

Dado los hallazgos obtenidos, se decide realizar un frotis sanguineo y una puncion de un ganglio popliteo
y del bazo. En el frotis sanguineo se evidencia presencia de abundantes linfocitos maduros coincidente con
la linfocitosis circulante (Figuras 4, 5 y 6). En la citologia del ganglio y bazo se observa abundante
celularidad formada por una poblacion linfoide discretamente heterogénea con predominio de linfocitos
pequeiios (Figuras 7, 8, 9, 10 y 11). El diagnéstico presuntivo se establece como una imagen citologica
compatible con leucemia linfocitica cronica o linfoma de bajo grado en estadio V.

Se propone citometria de flujo para diagnosticar el linfoma o descartar la leucemia linfocitica crénica,
establecer asi un pronoéstico y plantear el tratamiento. Los resultados de dicha prueba indican un proceso
compatible con una leucemia linfocitica cronica de células B con baja tasa proliferativa. La poblacion
celular predominante en la muestra son células maduras (CD34-), de tamafio pequefio, que expresan
marcadores propios de linfocitos B (CD45+/CD21+/CD3-/CD5-), con una baja tasa de proliferacion celular
y una expresion del MHCII disminuida respecto a un linfocito normal. Estos hallazgos son indicativos de
una leucemia linfocitica cronica de células B (Figura 12).

Ademas, se realiza un proteinograma en el que se detecta un pico con base estrecha en la region beta
compatible con una gammapatia monoclonal en esta region (Figuras 13 y 14)

Se realiza una revision pasados 20 dias desde el diagndstico para valorar evolucion y plantear inicio de
tratamiento. En este momento, el paciente presenta vomitos con mayor frecuencia y anorexia. Se realiza
otro hemograma, obteniéndose una leucocitosis 280,74 K/pl, con linfocitosis de 264,59 K/ul, monocitosis
de 9,16 K/pl, comienza a aparecer anemia no regenerativa con hemoglobina en 12,2 g/dl y trombocitopenia
de 122 K/pl.

Dada la répida evolucion, el grado de leucocitosis y la presencia de trombocitopenia, se propone un
protocolo de tratamiento en el que se combina clorambucilo, administrado a pulsos en dosis de 20 mg/m?
cada 2 semanas, con prednisona a 1 mg/kg/24 horas durante 1 semana, después a 0.5 mg/kg/48 horas.
Ademas, se afiade metoclopramida para paliar los sintomas digestivos.

Se plantean revisiones cada 2 semanas inicialmente. Las dos primeras revisiones se realizan por via
telefonica por incompatibilidad de horarios del tutor. No obstante, el tutor indica que el paciente mantiene
buena actitud y se han resuelto los sintomas iniciales. Las siguientes revisiones se realizan de forma



presencial en cada ciclo, previas a la administracion del clorambucilo, para realizaciéon de hemograma y
exploracion clinica del animal.

Los resultados del hemograma en el tercer ciclo muestran una linfocitosis de 28,72 K/ul, con neutrofilia de
20,74 K/ul, linfocitosis de 5,77 K/ul, monocitosis de 2,17 K/ul, los valores de la serie roja se han
normalizado, presentando trombocitopenia de 139 K/pl.

A los 2 meses de tratamiento se normaliza el recuento de linfocitos (2,41 K/pul), pero debido a que el animal
en este momento presenta episodios de diarreas que se alternan con tenesmo y hematoquecia, se decide
retrasar el 7° ciclo durante 2 semanas tratando de forma sintomatoldgica hasta que el proceso digestivo
cesa. Sin embargo, los problemas articulares siguen avanzando.

Tras 8 ciclos de quimioterapia, la analitica se normaliza por completo y el tutor decide suspender el
tratamiento e ir revisando para controlar la evolucion. A los 7 meses del diagnostico y 3 sin tratamiento el
animal sigue presentando parametros analiticos normalizados, aun asi, se decide la eutanasia humanitaria
por los problemas articulares y de movilidad. La Tabla 1 resume los hemogramas seriados que se realizaron
al paciente durante la evolucion de la leucemia y su tratamiento.

DISCUSION

Las leucemias suponen un reto diagndstico y terapéutico para el clinico veterinario.

Las leucemias agudas cursan de manera rapida y agresiva y tienen muy mal pronodstico mientras que las
cronicas tienen un curso lento y progresivo y un prondstico generalmente bueno. En cuanto al origen celular
ambas pueden ser tanto linfoides como mieloides.

Como ya hemos sefialado, las leucemias linfoides cronicas son patologias de progresion lenta, la mayoria
de los casos pueden ser asintomaticos y solo detectarse en un examen hematoldgico de rutina, y en otros,
los signos que se presentan son tipicos de enfermedad leve y progresiva, con signos poco especificos. En
nuestro caso, el paciente presentaba vomitos esporadicos y en la exploracion se detect6 linfadenopatia leve.
La linfadenopatia periférica aparece en un 50% de los casos de LLC, un 50% tienen esplenomegalia, un
30% hepatomegalia, un 23% linfadenopatia visceral y un 3% masa mediastinica (3). En el caso que se
describe también se encontro afectacion del bazo y adenopatia abdominal. El hemograma se caracteriza por
linfocitosis persistente que puede ir acompafiada de otras citopenias. En un primer momento, en el
hemograma de nuestro paciente no se detectaron citopenias en otras lineas celulares y la sintomatologia
empeord coincidiendo con la aparicion de una anemia no regenerativa y trombocitopenia.

Es importante la realizacion de pruebas complementarias como un perfil bioquimico, ademas del
hemograma, en el que se puede detectar alteraciones paraneopldsicas como la hipercalcemia, la
hiperproteinemia o un fallo organico por la infiltracion neoplasica. En nuestro caso no hubo
hiperproteinemia aunque si incremento monoclonal de betaglobulinas. La realizacion de un urianalisis
también puede estar indicada en casos de hipercalcemia o hiperproteinemia. Ademas, pueden ser ttiles
pruebas de imagen, radiografia o ecografia, para evaluar posibles metastasis/implicacion de otros drganos,
especialmente higado, bazo o ganglios linfaticos (10), asi como la realizacion de citologia de estos tltimos
tal y como se llevo a cabo en el caso expuesto. La imagen ecografica que se encontr6é en nuestro paciente,
llamada comunmente ‘’patréon en panal de abeja’’ se asocia en la mayoria de los casos con trastornos
linfoproliferativos. Entre ellos, la mayor parte de las veces corresponde con una hiperplasia linfoide y a
linfoma. También puede detectarse en caso de esplenitis, hematopoyesis extramedular y de forma menos
comun, en el sarcoma histiocitico (14).

En relacion con la citologia, y seglin lo evidenciado en el caso clinico presentado, el examen citologico
saguineo, de organos linfoides y de médula 6sea es un componente importante en el diagnostico de
leucemias y neoplasias linfoides y permite una buena primera aproximacion al mismo (9). En el caso de la
leucemia aguda, en la que se incluye la leucemia linfoblastica aguda (LLA) y leucemia mieloide aguda
(LMA), se encuentra >30 % de células blasticas en la médula dsea, normalmente acompanado por células
con caracteristicas similares en la sangre periférica. Para diferenciar entre una y otra, se debe recurrir a
tinciones especificas o inmunofenotipificacion. Por otro lado, la LLA se diferencia del linfoma en estadio
V porque produce una linfadenopatia mas leve y una infiltracion mas severa en la médula dsea, que da lugar
a citopenias graves en las otras lineas celulares. En estos casos la citometria de flujo es muy util pues la
CD34 es expresada por células en la LLA, pero no en el linfoma (10). Las leucemias agudas representan



un <10 % de todas las neoplasias hematopoyéticas y aparecen tipicamente en animales jovenes o de
mediana edad que muestran sintomatologia inespecifica pero grave con una progresion agresiva y rapida

(10).

En cuanto a las leucemias cronicas, la leucemia mieloide crénica (LMC) se caracteriza por una leucocitosis
neutrofilica, la médula dsea es hipercelular con células granulociticas en maduracion, con mayor nimero
de células inmaduras, aunque los mieloblastos no superan el 20% y puede ser muy dificil de distinguir de
la hiperplasia granulocitica con neutrofilia extrema asociada a causas inflamatorias o infecciosas (10). Por
otro lado, en el caso de la LLC se observa >30 % de pequeiios linfocitos en la médula 6sea, usualmente
acompafiado por células de caracteristicas similares en la sangre periférica. En nuestro caso, la linfocitosis
y las imagenes citologicas obtenidas de los organos linfoides podian ser compatibles con leucemia
linfocitica cronica o con linfoma de bajo grado en estadio V. Por esta razon se prefiri6 recurrir a la citometria
de flujo y no a la obtencion de una muestra de médula 6sea. La citometria confirmo el diagnostico de LLC
y caracterizd el inmunofenotipo B.

La respuesta al tratamiento de la LLC suele ser buena. En la mayoria de los protocolos, se suele usar el
clorambucilo a las dosis que se han comentado con anterioridad de forma diaria. El clorambucilo en dosis
pulsatiles a 20-30 mg/m2 cada 2 semanas se ha utilizado de forma anecdética para la LLC en algunos casos,
pero no se han publicado estudios sobre la efectividad de este protocolo (3). En nuestro caso se administro
de esta forma pulsatil para facilitar la administracion al tutor. La respuesta fue buena, consiguiendo la
normalizacion en el recuento de linfocitos al sexto ciclo. El tratamiento siempre se debe ir ajustando en
funcion de la respuesta clinica y la tolerancia de la médula dsea. En el caso que presentamos, se suspendid
uno de los ciclos de quimioterapia por sintomatologia digestiva y se decidio descansar en otro por aparicion
de linfopenia. Durante el curso del tratamiento se detectaron anemia leve y trombocitopenia, por ello debe
ajustarse el protocolo segun la tolerancia del paciente y en nuestro caso algunas tomas se retrasaron por
este motivo.

Segun la bibliografia, el pronéstico de la LLC en el perro es bueno y el inmunofenotipo B tiene un TMS de
480 dias (3). En el caso descrito se logré un periodo de supervivencia prolongado, 210 dias, y la decision
de la eutanasia del paciente no estuvo relacionada con el diagnostico de la leucemia.
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