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Capitulo 1.

Introduccion. Objetivos Generales e Hipotesis de

Trabajo.






I. INTRODUCCION.

La Leucemia Linfocitica Cronica (LLC) es un proceso patoldgico,
definido por la formacién de células leucémicas (CL) que se acumulan en el
organismo debido a su larga vida media y a alteraciones de los mecanismos
normales de intercambio celular entre los 6rganos linfoides y la circulacion
sanguinea (Dormer et al. 1983; Gale y Foon 1985, 1987). El proceso, una vez
iniciado, se desarrolla de forma crénica (Hougie et al. 1956). La morfologia de
las células leucémicas es muy similar a la de los linfocitos B maduros y
permanece constante durante meses o anos, pero puede transformarse
en células de la leucemia prolinfocitica, células plasmaticas de apariencia
madura o células peludas de la Tricoleucemia, al ser estimuladas con
mitégenos o quimioterapia (Gordon et al. 1984; Caligaris-Capio et al. 1985;

Roberts et al. 1989).

En general, hablamos de proceso para hacer referencia al desarrollo
temporal de los sucesivos estados de algun fenémeno. Desde el punto de
vista estadistico, un proceso estocastico es una familia de variables
aleatorias Y(t), te T, donde T es un conjunto de indices que representa el
tiempo. En realidad, el proceso es una funcion de dos argumentos Y(w,t)
definida en el espacio Q x T (Q es el espacio muestral). La observacion de la
misma caracteristica en un determinado paciente a lo largo del tiempo
puede ser considerada como una funcion Y(w',t) con w' fijo; dicha funcion
Y(w’,t) es denominada funciéon muestral, realizacion o trayectoria del proceso

(Doob 1990).



A pesar de haberse desarrollado diferentes sistemas de clasificacion
prondstica (Rai et al. 1975; Binet et al. 1981), y descrito multiples
complicaciones o estados de los pacientes a lo largo de la duracion del
proceso, son muy escasos los estudios basados sobre trayectorias que
pretendan conocer si éstas siguen, o no, algun tipo de patrén de evolucién
que pudiera estar relacionado con las caracteristicas de los pacientes. Galton
et al. (1966) estudian la evolucién del logaritmo del numero de linfocitos
en 39 pacientes de LLC, cuyos tiempos de seguimiento varian entre uno y diez
anos: describen tres patrones diferentes de evolucién que podrian
corresponder a un patron unico, encontrandose los pacientes en distintas fases
segun el tiempo de seguimiento. Bernardou et al. (1973) estudian la evolucion
del logaritmo del numero de linfocitos en la sangre periférica de 20 pacientes
de LLC y distinguen tres patrones de evolucion, sefialando el interés que para
el médico clinico tiene este tipo de estudios y la necesidad de incluir un mayor
numero de pacientes. Montserrat et al. (1986) estiman el Tiempo hasta que se
Duplica el numero de Linfocitos (LDT) en sangre periférica, utilizando un patrén
lineal de evolucion de la linfocitosis obtenido a partir de las observaciones
realizadas durante periodos de tiempo variables antes de comenzar el
tratamiento de cada paciente. En otro orden de cosas, Vifiolas (1988) estima
la probabilidad de que se produzcan determinados sucesos, condicionada al
tiempo de seguimiento de los pacientes antes de que precisaran tratamiento
para su LLC. Chevret (1989) estudia el tiempo trascurrido hasta que se
produce el primer cambio de estadio prondstico en los pacientes inicialmente

clasificados en el estadio A de Binet et al. (1981).



En los ultimos afios, el interés por el estudio de la evolucion de los
pacientes de LLC se ha reavivado, debido a que el tratamiento tradicional con
clorambucil, en los enfermos en estadio A de Binet, parece tener tendencia a
acortar la supervivencia de los pacientes tratados frente a los no tratados
(FCGCLL 1988a). De hecho, Rozman et al. (1989b) recomiendan esperar y
ver la evolucion, comenzando el tratamiento solo si aparecen signos de mal

prondstico, relacionados generalmente con el aumento del numero de

linfocitos, la disminucién de la concentracién de hemoglobina y/o reduccién del

numero de plaquetas en sangre periférica. El estudio de los patrones de

evolucion de estas caracteristicas es de particular interés, ya que su valor en
el momento del diagndstico ha sido relacionado con el tiempo de supervivencia
de los pacientes y es utilizado en diferentes sistemas de clasificacion
pronostica (Rai et al. 1975; Binet et al. 1981); ademas se utilizan como criterios
de evolucién y de respuesta al tratamiento (Chesson et al. 1988; Chesson
1988; IWCLL 1989), ya que son relativamente faciles de medir mediante
métodos poco agresivos que no entrafian riesgos excesivos para los pacientes.
Conocer estos patrones facilitaria la formulacién de criterios de evolucion
mas uniformes, y permitiria el desarrollo de estrategias de prevencion de
complicaciones o cambios de estadio prondstico, mediante la adaptacion

del tratamiento a la evolucién (Bernardou et al. 1973).

El patron de evolucion de caracteristicas diferentes al numero de

linfocitos, en los pacientes de LLC, no ha sido estudiado hasta ahora;



tampoco se ha estudiado la posible relacion de dicho patron con la edad, el
sexo, el estadio prondstico, el tratamiento seguido u otras circunstancias.

Cuestiones que consideramos de interés a priori son:

1. ¢ Afectan los distintos tratamientos a la evolucién del numero de
linfocitos, la del numero de plaquetas o la concentracion de

hemoglobina?

2. ¢ Es diferente la evolucion de dichas variables en cada estadio

pronostico (Binet et al. 1981)?

3. ¢ Tiene relacion la evolucion de estas variables con el sexo y/o la

edad de los pacientes en el momento del diagnéstico?

Dar respuesta a estas cuestiones exige la identificacion de patrones de
evolucién para la concentracion de hemoglobina, el numero de linfocitos
y el numero de plaquetas, variables que han sido relacionadas con la

supervivencia de los individuos diagnosticados de LLC.

Desde hace mas de quince afios existe en Francia un grupo cooperativo
para el estudio de la LLC (FCGCLL), con varios ensayos clinicos en
desarrollo; en particular, el correspondiente al protocolo LLC-80 (FCGCLL

1983) tiene como objetivo principal la evaluacion de dos tratamientos en cada

uno de los tres estadios prondstico (A.B.C) de la clasificacidon de Binet et al.




(1981), mediante el criterio de supervivencia. Los ensayos clinicos del tipo del

LLC-80 registran la situacion de los pacientes al inicio del estudio y los
siguen durante varios anos, realizando examenes clinicos peridédicos que
generan una importante cantidad de informacién sobre la evolucion de la
enfermedad. Esta informacion es ademas de gran calidad al estar recogida
segun el protocolo; en consecuencia, resulta de interés su aprovechamiento en
relacion con otros objetivos secundarios, en particular el estudio de la
evolucion de la enfermedad. Para la realizacion de este trabajo hemos
contado con los datos del protocolo LLC-80 recogidos desde mayo de 1980
hasta junio de 1987. Agradecemos al grupo cooperativo el acceso a la

informacion y las facilidades prestadas.






Il. OBJETIVOS GENERALES E HIPOTESIS DE TRABAJO.

El objetivo principal de este trabajo es el estudio de la evolucién de

tres variables respuesta:

1. El Numero de linfocitos,
2. La Concentraciéon de hemoglobina y
3. El Namero de plaquetas,

medidas en la sangre periférica de los pacientes de LLC clasificados en
estadios prondstico precoces (A o B de la clasificacion de Binet et al. 1981). La
limitacion a dichos estadios obedece a que son los que incluyen un mayor
numero de pacientes y supervivencias mas largas, habiéndose descrito

ademas cambios hacia el estadio C, de peor prondstico (Chevret 1989).

Nuestra hipotesis fundamental es la existencia de diferentes patrones
de evolucion de las variables respuesta, que pueden identificarse a partir
de las caracteristicas de los pacientes observadas en el momento del
diagnoéstico, al comienzo del seguimiento. En concreto, estudiaremos las
siguientes variables explicativas: el sexo, la edad, el estadio pronéstico (Binet

et al. 1981) y el tratamiento asignado.

1. Se estudiara en primer lugar la relacion de las variables respuesta
entre si, y con las variables explicativas, medidas al comienzo del
seguimiento de los pacientes y antes de comenzar ningun

tratamiento.



2. En segundo lugar se estudiara la relacion de cada variable
respuesta con el tiempo de seguimiento, y con la edad, sexo,
estadio pronéstico y tratamiento, para identificar diferentes

patrones de evolucién definidos por estas variables.

Las tres variables respuesta han sido consideradas en diferentes
sistemas de clasificacion pronéstica, ya que facilitan informacién sobre la
supervivencia medida desde el momento del diagnéstico -realizado
fundamentalmente a partir de la linfocitosis sanguinea-. Estas variables son
consideradas, ademas, en todos los criterios de evolucién y respuesta al

tratamiento recogidos por Chesson et al. (1988).
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IIl. ORGANIZACION DEL TRABAJO.

En el Capitulo 1 se establecen los objetivos e hipdtesis de partida de

nuestra investigacion.

El Capitulo 2 recoge una revision de la clinica, diagndstico, prondstico
y tratamiento de la LLC, prestando especial atencion a las clasificaciones

prondsticas y variables respuesta objeto de nuestro estudio.

El Capitulo 3 incluye la descripcion del protocolo LLC-80 en el que
se basé la recogida de los datos longitudinales que analizaremos; en él se

determina y da nombre a las variables utilizadas en este trabajo.

El Capitulo 4 se dedica a la descripcion de los métodos utilizados
en el analisis de datos longitudinales y seleccién justificada de la estrategia
empleada en nuestro estudio de la evolucion de las variables respuesta. Dicha
estrategia pasa por la seleccion de submuestras para exploracion y

posterior contraste de las hipotesis que se formulen.

El Capitulo 5 incluye el analisis preliminar o descripcion del
seguimiento efectuado en los pacientes del ensayo LLC-80, que justifica la

seleccion de procedimientos realizada en el capitulo anterior.

El Capitulo 6 se dedica a la descripcion y analisis de la asociacion entre
las caracteristicas de los pacientes de la muestra de exploracion al comienzo
del seguimiento. Las hipotesis que resultan se exponen al comienzo del
capitulo ocho.
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En el Capitulo 7 se analiza la evolucién de las variables respuesta,
utilizando los datos del seguimiento realizado sobre los pacientes incluidos en
la muestra de exploracion y los métodos descritos en el capitulo cuatro. El
analisis facilita la seleccién de diferentes modelos para dicha evolucién, que

consideraremos como hipétesis a contrastar en el capitulo ocho.

En el Capitulo 8 se formulan las hipétesis resultado del analisis
exploratorio efectuado en los capitulos seis y siete y se exponen los
resultados del contraste de las mismas, utilizando los datos iniciales y de

seguimiento de los pacientes incluidos en la muestra de contraste.

En el Capitulo 9 se discuten los resultados y se exponen las

conclusiones de este trabajo.

12



Capitulo 2.

Clinica, Diagnostico, Prondstico y Tratamiento de

la Leucemia Linfocitica Cronica.






Durante mucho tiempo la Clasificacion Internacional de Enfermedades
(CIE) recogia un unico apartado comun para las Leucemias Linfociticas. En
su octava revision, al final de la década de los 60, aparece por primera vez un
cédigo independiente para la Leucemia Linfocitica Créonica (LLC), ya que
varios estudios la senalaban como una entidad nosoldgica diferente. Las
completas revisiones bibliograficas realizadas recientemente por Dighiero et al.
(1991) y Molica et al. (1995) pueden consultarse para profundizar en el

conocimiento de esta enfermedad.

La LLC representa entre un 22% y un 32% de todas las leucemias en
paises occidentales (Zighelboim y Stein, 1983; Rozman y Monserrat 1988a).
Sin embargo, en China, sobre 4.174 casos de leucemia registrados entre los
anos 1952 y 1986, solo el 4'6% eran pacientes de LLC. La diferencia en el

porcentaje ha sido atribuida a causas de tipo genético (Boggs et al. 1987).

En EEUU, la tasa de incidencia anual ajustada por edad, sexo y raza,
es de 2'6 por 100.000 habitantes. La incidencia es 1'6 veces mas alta en la
poblacion de raza blanca que en el resto. Las tasas de incidencia
estandarizadas por edad, para los habitantes de raza blanca de Europa, varian
entre 0'2 (Polonia y Hungria) y 2'4 (Reino Unido) por 100.000 habitantes y afo.

En el resto del mundo, las tasas de incidencia estandarizadas por edad son
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bajas en Brasil, Colombia y Puerto Rico (menores o iguales a 0'5). En Japén

y China las tasas de incidencia son aun mas bajas (0'1) (Linet, 1985).

Existen pocos trabajos publicados sobre la mortalidad debida a LLC. En
general, se considera que la tasa de mortalidad se incrementa con la edad,
pasando de tasas muy bajas en el grupo de 35 a 44 anos, hasta tasas muy

altas en edades avanzadas de 85 o mas (Linet, 1985).

16



I. CLINICADE LALLC.

La LLC se revela, en el trabajo de Bastin et al. (1976), como una
enfermedad heterogénea, con sintomas y signos muy diferentes de unos
pacientes a otros. La variabilidad en sus manifestaciones se ha convertido en
la caracteristica que mas resalta en esta enfermedad. A continuacion,
resumimos el cuadro clinico que se considera comun a la mayoria de los

pacientes.

A. Edad y Sexo.

La enfermedad es extraordinariamente rara en las personas de menos
de 30 afos. La incidencia se incrementa lentamente desde los 30 a los 50
afnos, aumentando mas a partir de entonces (Linet, 1985). Aproximadamente
el 8% de los casos de LLC son personas jovenes (de menos de 50 afios), en
los cuales la enfermedad parece tener caracteristicas que la diferencian de la
que se produce en sujetos de edad mas avanzada (De Rossi et al. 1989). Se
aprecia en general una mayor incidencia en hombres que en mujeres, en

relacion aproximada de 2:1 (Linet, 1985).
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B. Sintomas de Comienzo.

El comienzo clinico de la LLC es insidioso, produciéndose en la mayor
parte de las ocasiones con adenopatias no dolorosas (20 - 25% de casos).
Otras veces los sintomas de comienzo son de tipo general: astenia, fatiga,
anorexia y disminucién del peso corporal (25 - 33%). Incluso, puede ser
descubierta por una linfocitosis anormal en un analisis de sangre solicitado por
otra causa distinta, habiendo cursado la enfermedad de forma asintomatica
hasta ese momento (15 - 20 %). Las infecciones repetidas y rebeldes al
tratamiento se presentan como sintoma de inicio en el 10 a 15 % de casos,
siendo mas rara la presentaciéon como esplenomegalia aislada (5%) o el inicio

anémico puro (Zighelboim y Stein, 1983; Rozman y Monserrat 1988a).

C. Exploracion Fisica.

Sin ningun tratamiento, la infiltracion linfocitaria hace que aumenten de
grosor y se extiendan las adenopatias, sobre todo por las regiones latero-
cervicales y supra-claviculares, pero también por las axilares e inguinales. La
infiltracion progresara pasando, desde médula 6sea y sangre, a los ganglios
linfaticos, y por ultimo al bazo e higado. Puede verse también esplenomegalia
y hepatomegalia, sin infiltracién de ganglios linfaticos (Dighiero et al. 1979). La
infiltracion de la piel puede desembocar en la formacion de lesiones elevadas,

papulosas, de caracter focal o difuso.
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D. Recuento de Células Sanguineas.

El numero de leucocitos en sangre periférica suele ser mayor de 15 o
20x10%litro, llegandose con frecuencia hasta los 100x10°/ litro, de los cuales
el 80-95% esta constituido por una poblacion de “linfocitos”. En esta
poblacion estan incluidos los linfocitos B o T normales, ademas de las
células leucémicas con caracteristicas muy similares a linfocitos de tipo B. El
numero de linfocitos en sangre se puede considerar como una medida

aproximada e indirecta del tamafio del tumor.

Pueden existir anemia (concentraciones bajas de hemoglobina) y/o
trombocitopenia (recuento de plaquetas disminuido) moderadas, pero “por lo
general los valores de concentracion de hemoglobina y numero de plaquetas
no descienden hasta que la enfermedad progresa” (Rozman y Montserrat
1988a; Dighiero et al. 1991). La anemia es normocromica y macrocitica o
normocitica segun exista, o no, un componente hemolitico. La hemdlisis, si

existe, se manifiesta por el aumento de reticulocitos y bilirrubina indirecta.

E. Otras Substancias en el Suero.

Suele existir un ligero aumento de las enzimas SGOT y SGPT, debido
a infiltracién del parénquima hepatico. La concentracion de acido urico es, en
general, normal, ya que el recambio de células leucémicas es lento; sin
embargo, puede elevarse cuando se realizan terapias agresivas que producen

la lisis celular. El aumento de la beta 2 microglobulina que se observa en el
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suero de los pacientes de LLC ha sido sefialado por Simonsson et al. (1986)

como un prometedor marcador asociado a las células leucémicas.

F. Inmunologia y Sistema Complemento en la LLC.

Miller et al. (1987) estudian las inmunoglobulinas del plasma analizando
los patrones de electroforesis proteica (EP) disponibles en 98 de los 342 casos
incluidos en un estudio de casos y controles de base poblacional. Encontraron
cuatro patrones diferentes de electroforesis: el mas frecuente (57%) fue el
patrébn normal, seguido de la hipogamaglobulinemia (28%); la
hipergamaglobulinemia (11%) y la gamapatia monoclonal (3%) resultaron
mucho menos frecuentes. Una importante proporcion de los pacientes con
hipergama-globulinemia eran de raza negra. En general se considera a la
hipogamaglobulinemia como un factor favorecedor del desarrollo de todo tipo

de infecciones en los pacientes de LLC.

El papel de los linfocitos T en la LLC no ha sido aclarado
definitivamente. Se informa que estan significativamente aumentados en
pacientes no tratados previamente al compararlos con controles sanos (Kimby
et al. 1987). Se describe que aumentan significativamente los T, en estadios
clinicos mas avanzados de la enfermedad. La proporcion de linfocitos T,:T, se
encuentra descendida de manera significativa (Markey et al. 1986). Al
incremento significativo del numero de linfocitos T, se le atribuye la

hipogamaglobulinemia, implicada en el aumento de infecciones que sufren
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estos pacientes. Algunos autores mantienen que los linfocitos T estan alterados
en los pacientes con LLC (Lauria et al. 1983; Vitale et al. 1985; Perri y Kay
1986), mientras que otros consideran que el funcionamiento es similar en los
individuos sanos y en los enfermos de LLC (Fernandez et al. 1986). Tampoco
parece definitivamente aclarado el papel de la Interleucina 2, debido a que los
estudios incluyen un numero muy pequefio de pacientes (Foa et al. 1987; Touw

et al. 1987).

Heath y Cheson (1985) describen un defecto en la activacion o actividad
del fragmento C3 del complemento en el suero de 15 pacientes de LLC, al ser
enfrentado a diferentes bacterias, siendo normales las concentraciones de los
factores C3, C4, B, proteina reactiva C y actividad hemolitica total del
complemento. Sin embargo, los trabajos de Fust et al. (1987), sobre 46
pacientes, y Miszlai et al. (1986), en 69 pacientes, encuentran medias de
concentracion de factores C1 y C4 descendidas. Hidvegi et al. (1989)
comparan los niveles de los complejos C1 INH-C1rC1s y C1g-FN (formados en
etapas tempranas de la activacion de la via clasica) en el suero de 96
pacientes de LLC y 100 controles sanos. El incremento significativo de los
niveles de complejos entre los pacientes de LLC se interpreto como debido a
la activacion de la via clasica. Todos los autores mencionados coinciden en
sefalar las alteraciones del complemento como facilitadoras de las infecciones

qgue se producen en los enfermos de LLC.
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G. Complicaciones de la LLC.

Los pacientes de LLC pueden sufrir multitud de procesos sobreanadidos,
destacando complicaciones infecciosas, autoinmunes -trobocitopenias y
anemias hemoliticas autoinmunes-, neoplasias sdlidas y tumores
linforeticulares, que en general se suelen atribuir a una funciéon inmunitaria
deprimida (Sheibani et al. 1983; Linet et al. 1986; Stark et al. 1986; Travade et
al. 1986; Hamblin et al. 1986; Hacking et al. 1989; Rozman et al. 1989a). Se
han descrito transformaciones clinicas de la LLC a Sindrome de Ritcher,
Leucemia Prolinfocitica, Leucemia Linfoblastica y Mieloma Multiple, que
parecen no ser transformaciones clonales sino enfermedades secundarias
independientes, siendo necesario un estudio mas profundo de este tema (Foon

y Gale 1988).
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Il. ANATOMIA PATOLOGICA DE LA LLC.

A. Las Células Sanguineas.

Basandose en el analisis de la morfologia de las células sanguineas y
las alteraciones observadas en la médula d6sea de 110 pacientes
diagnosticados de todo tipo de leucemia, Bennett et al. (1989) consideran que
para realizar el diagnéstico anatomopatologico de LLC no es necesario el
estudio de la médula, pudiéndose realizar dicho diagndstico mediante un
analisis microscopico aislado de la morfologia celular en sangre periférica.
Ademas, afirman que el interés del conocimiento de los marcadores de
membrana de las células sanguineas solo es util en el diagnéstico de los
pacientes con linfocitosis inferiores a 5*10%1, o para excluir el padecimiento de

otras enfermedades.

La nueva clasificacion del grupo cooperativo FAB (Bennett et al. 1989)
distingue dos tipos de LLC: la Tipica, en la que no se detectan prolinfocitos, y
la Mixta, que se caracteriza por la existencia de tales células. Los prolinfocitos
son células que se diferencian por tener una lg. de superficie muy abundante,
no formar rosetas con hematies de raton y reaccionar con el anticuerpo
monoclonal FMC 7. Dentro de la LLC Mixta se distinguen dos subtipos: el |, o
Leucemia Linfocitica Cronica/Prolinfocitica (LLC/PL), con un porcentaje de
prolinfocitos comprendido entre el 11 y el 55%, y el subtipo Il, con menos del

10% de estas células. En la Tabla 1 se resume esta clasificacion.
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Tabla 1. Nueva Clasificacién FAB de la LLC (Bennett et al. 1989).

Caracteristicas LLC Mixta

Sangre Periférica.| LLC Tipica

Tipo I (LLC/PL)

I
Linfocitos. |
Tamafio | Pequeios. Pequeios. Grandes vy
| Pequenos.
Basofilia Citop. | Débil.
Relacidén entre |
Ntcleo/Citoplasma | Alta. Alta. Mas baja.

Prolinfocitos. | |

Menos del 10%

T

|

|

T

|

|

|

|
Débil. | Mas intensa.

|

|

|

|

I

|

|No se detectan|Mas de un 10% |

|

| |y menos de 55%

B. La Médula 6sea en la LLC.

La hipercelularidad por infiltracién linfocitaria es una de las
caracteristicas de la médula 6sea de los pacientes con LLC (Bennett et al.
1989). Varios han sido los autores que estudian los patrones de infiltracion
mediante biopsia de médula 6sea. Hernandez-Nieto et al. (1977a, 1977b)

distinguen los cuatro siguientes:
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1. Nodular: se observan nédulos linfoides mas grandes que los
foliculos linfoides normales. No hay infiltracidn intersticial y las
células grasas estan conservadas.

2. Intersticial: existe cierto grado de infiltracién por linfocitos
maduros, con preservacion de las células grasas y de la
estructura medular normal.

3. Mixto: representa la combinacién de los dos patrones previos.

4. Difuso: la infiltracion linfoide es difusa con substitucion masiva

tanto del tejido hematopoyético normal, como de células grasas.

En general, los autores que estudian el pronéstico de la LLC agrupan los
cuatro patrones anteriores en soélo dos, denominados Difuso y No Difuso,
incluyendo en este ultimo los patrones Nodular Intersticial y Mixto. Rozman et
al. (1984a) analizan los factores que aumentan la probabilidad de encontrar un
patron difuso en la biopsia de médula 6sea de los pacientes con LLC. Dichos

factores de mayor a menor importancia son los siguientes:

1. Anemia.

2. Numero de Aéreas Ganglionares Afectadas.
3. Linfocitosis.

4. Esplenomegalia.

5. Trombopenia.

Los patrones descritos anteriormente son los mas aceptados en general,
aunqgue no son unicos. Frisch y Bartl (1988) recogen 14 trabajos publicados

entre 1974 y 1986, que describen diferentes patrones de infiltracién de la
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médula 6sea en pacientes de LLC: el numero de patrones distintos oscilaba
entre dos y cinco. Ambos autores estudian ademas 503 pacientes de LLC no
tratados previamente, reconociendo dos modos de infiltracién: Intersticial y
Nodular, que evolucionan hacia el denominado patrén difuso. Esta evolucion
ha sido confirmada mediante estudios de biopsias secuenciales (Montserrat et

al. 1985a).

C. Las Adenopatias en la LLC.

El estudio histolégico de los ganglios linfaticos no suele realizarse de
manera rutinaria a los pacientes de LLC. Bennett et al. (1989) consideran que
éste es necesario unicamente cuando el fenotipo de membrana es muy
diferente del tipico en la LLC, o si la morfologia sugiere un Linfoma no
Hodgkiniano. Se suele observar un patron de estructura difusa salpicado de
zonas pseudofoliculares, con algunos elementos linfoides de talla mayor. El
significado clinico y prondstico de la biopsia de los ganglios linfaticos no esta
claro, debido a que los estudios realizados incluyen un numero muy reducido

de pacientes (Raphael et al. 1988a).
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lll. CRITERIOS DE DIAGNOSTICO E INCLUSION EN ENSAYOS CLINICOS.

Un ensayo clinico es un experimento que se propone comparar varios
procedimientos terapéuticos para cierta enfermedad de interés -la LLC en
nuestro caso-, definida mediante criterios de diagnéstico. La poblacién
objetivo del ensayo esta compuesta por los individuos que cumplen dichos
criterios, pero, ademas, se delimita mediante los denominados criterios de
inclusion en el experimento. La estandarizacién internacional de todos estos
criterios permite la comparacién entre los resultados de diferentes ensayos,
facilitando la evaluacién de los nuevos trabajos cientificos; por otra parte,
avala la administracién del tratamiento en la clinica diaria, respetando las
condiciones del experimento que permitié aceptar su interés (Cheson 1988a).
Las ventajas de la estandarizacion se pueden extender también a los criterios
para valorar la actividad de la enfermedad, su evolucién o la respuesta al

tratamiento.

A. Criterios de Diagndstico.

Existen dos publicaciones recientes que ofrecen criterios para el
diagnéstico e inclusion de pacientes en ensayos de LLC. Cheson et al. (1988)
recopilan las recomendaciones de un grupo patrocinado por el “National
Cancer Institute”, reconociendo los esfuerzos realizados previamente -en 1973
por el "Chronic Leukemia-Myeloma Task Force", y en 1978 por el “Cancer and

Leukemia group B”-. El “International Workshop on CLL” (IWCLL 1989) publica
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también sus criterios diagnésticos. Cheson et al. (1989) comparan sus propios
criterios diagnésticos con los del “International Workshop on CLL”,
comprobando que la principal diferencia radica en el nivel minimo de linfocitosis
en sangre periférica, existiendo algunas otras diferencias en criterios de
remision y progresion de la enfermedad. Tales diferencias resultan minimas
(Tabla 2) comparadas con la importancia de la estandarizacion de los criterios
en los ensayos clinicos, por lo que se deberian estudiar a fondo para intentar

llegar a un total acuerdo.

Tabla 2. Criterios para el Diagnéstico de la LLC.

Chesson et al. (1988) IWCLL (1989)
1. Linfocitosis: 1. Linfocitosis:
- Limite inferior 5 x 10° /1. - Limite inferior 10 x 10°/ 1.
- Reconocen que la mayoria de casos - Para cifras inferiores se precisa
debe superar la cifra de 15 x 10% . estudio cuidadoso de células
leucémicas.

2. Fenotipo de Cél. Leucémicas:
- Marcador CD-5.

- Relacion entre cadenas Kappa y Lambda.

- Baja densidad de Ig. de superficie.

3. Morfologia Linfocitaria. 3. Morfologia Linfocitaria.
- Menos del 55% de células - Remiten a la nueva clasificacion
linfociticas atipicas y/o Prolinfocitos. FAB (Bennett et al. 1989)
4. Examen de Médula Osea. 4. Examen de Médula Osea.
- Aspirado unilateral con un 30% o - Aspirado con un 30% mas de
mas de linfocitos entre todas las linfocitos entre todas las células
células nucleadas. nucleadas.
- Cualquier patrén en la biopsia - El patrdn histolégico de la biopsia
medular unilateral. puede ser de interés en el
diagnéstico.
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1. La Poblacién Linfocitica en Sangre Periférica.

La linfocitosis en sangre periférica continua siendo el principal criterio
diagnéstico en la LLC. Chanarin et al. (1984) estudiaron el significado de la
linfocitosis persistente y aislada de otros sintomas (adeno, espleno,
hepatomegalias) que se presentd en 19 pacientes: en 11 se diagnosticé una
LLC, mientras que los ocho restantes presentaban un aumento de linfocitos T,
probablemente reactivo. Los seis pacientes que presentaban una linfocitosis
mayor de 10x10° fueron diagnosticados de LLC; sin embargo, sélo 5, de los 13
pacientes con cifras de linfocitos inferiores a 10x10°, presentaban dicha
enfermedad. Los autores concluyen que la linfocitosis aislada en adultos no es
base suficiente para diagnosticar una LLC en estadio evolutivo temprano. Esta
circunstancia es la que tiene en cuenta el IWCLL, ya que en el caso de
observar linfocitosis menores de 10x10° / | exige la caracterizacion cuidadosa

de la poblacién linfocitaria B, mediante el estudio del fenotipo de membrana.

2. Estudio de la médula ésea.

El analisis de la médula 6sea mediante aspirado suele mostrar muy
precozmente un infiltrado linfocitico sin apenas actividad mitética y con
morfologia idéntica a la sanguinea. La biopsia medular mostrara alguno de los
patrones histopatoldgicos ya recogidos en el apartado correspondiente a la

anatomia patolégica de la LLC. Dichos procedimientos resultan sin embargo
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agresivos y molestos para el paciente. Las recientes técnicas de exploracion

no agresivas de la médula 6sea, como la resonancia magnética (Linden et al.

1989), deben ser aun exploradas e investigadas cuidadosamente antes de ser

aceptado su papel en el diagnéstico de la LLC.

B. Criterios de Exclusién y Diagndstico Diferencial.

Se especifican a continuacion las seis enfermedades que deben ser

descartadas antes de incluir a un paciente dentro de un ensayo clinico sobre

LLC (Chesson et al. 1988):
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1.

Leucemia Linfocitica Crénica de células T: alcanza sélo al 1-2%

de todas las leucemias, produciéndose con mas frecuencia en
varones adultos. Se presentan linfocitos mas grandes que los de
la LLC-B, con citoplasma abundante y granulaciones azurdfilas.

Leucemia Prolinfocitica B: las caracteristicas de esta enfermedad

han sido estudiadas recientemente en comparacion con la LLC
(Melo et al. 1986a, 1986b, 1986¢c, 1987). Suele presentarse en
varones con edad mas avanzada y con linfocitosis mas altas que
las que se observan en los pacientes de LLC-B. Melo et al.
distinguen la LLC-B tipica, con menos de un 10% de prolinfocitos
en sangre periférica, la LLC/PL cuadro intermedio que presenta
entre 11 y 55% de prolinfocitos y la leucemia prolinfocitica que

presenta mas de 55% de prolinfocitos.



3.  Tricoleucemia: caracterizada por la aparicion de células de

aspecto linfoide con finas prolongaciones citoplasmaticas (pelos).
Otros dos rasgos bastante uniformes entre estos pacientes son
la pancitopenia y la positividad de la fosfatasa acida (que no se
inhibe con el 4cido I-tartarico a diferencia de la de los linfocitos
normales y de la LLC-B).

4. Sindrome de Sezary: existe proliferacién de células T de tipo

colaborador que producen infiltrados en la piel y otros 6rganos.
Es caracteristica la apariciéon de células de caracter linfoide y
nucleos cerebriformes. Si no existe expresion leucémica el
diagndstico se puede hacer mediante biopsia de piel.

5. Leucemial/Linfoma T: producida por el retrovirus HTLV |, con

caracteres de endemia en el sur del Japon, Caribe y Africa.
Presenta una leucocitosis con hipercalcemia caracteristica. La
histologia ganglionar corresponde a un linfoma difuso
pleomorfico.

6. Manifestaciones leucémicas de otros muchos procesos, por

ejemplo las alteraciones de los ganglios linfaticos.
Otros pacientes que no deben ser incluidos en los ensayos clinicos sobre la
LLC, segun el criterio de Chesson et al. (1988), son los siguientes:
1. Pacientes con infeccion activa: es necesario el tratamiento con
antibiéticos hasta que desaparezca el proceso infeccioso, antes
de considerar su inclusion.

2.  Mujeres embarazadas y pacientes que sean HIV positivos.
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C. Criterios para el Diagnéstico de Enfermedad Activa.

Los criterios para considerar la enfermedad activa segun Chesson et al.

(1988) son los siguientes :
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1.

Presentar uno de los sintomas:

a. Perdida de al menos un 10% de peso en los seis ultimos meses.

b. Fatiga extrema o incapacidad para realizar actividades
cotidianas.

c. Fiebre de mas de 38°C durante dos semanas sin evidencia de
infeccion.

d. Sudor nocturno sin evidencia de infeccion.

Signos de fallo medular evidenciado por el desarrollo o agravacion

de anemia y/o trombocitopenia.

Anemia y/o Trombocitopenia de origen autoinmune con una

respuesta pobre a la corticoterapia.

Esplenomegalia masiva (mayor de 6 cm. por debajo del reborde

costal) o progresiva.

Linfadenopatia masiva (mayor de 10 cm. de diametro mayor) o

progresiva.

Linfocitosis progresiva con un incremento de mas del 50% en un

periodo de 2 meses, o0 un tiempo anticipado de doblar linfocitos de

menos de 6 meses.

Hipogammaglobulinemia marcada o desarrollo de proteinuria

monoclonal.



IV. PRONOSTICO DE LOS PACIENTES CON LLC.

Durante mucho tiempo se consideraba que la evolucién de los
pacientes con LLC no se podia predecir. Los pacientes podian vivir varios afos
0 soOlo unos meses después del diagnodstico. La busqueda de factores
relacionados con la supervivencia de los enfermos es fundamental ya que
permite identificar grupos de pacientes en los cuales la enfermedad tiene una
presentacion, agresividad y evolucidén similares. La identificacion de dichos
grupos permite adecuar el tratamiento, con medidas mas o menos agresivas,
segun el peor o mejor pronostico del paciente. Se comentan a continuacion los
factores pronostico que han sido ya ampliamente reconocidos, junto con otros

cuyo interés prondstico debe ser contrastado en el futuro.

A. Factores Prondstico ampliamente reconocidos.

Diversos autores han propuesto, a lo largo del tiempo, diferentes
clasificaciones de significado pronéstico para los pacientes con LLC. En dichas
clasificaciones se aprecia una amplia coincidencia en las variables
consideradas factores prondstico: adenomegalias, hepatomegalia, hemoglobina
y plaquetas en sangre periférica (Rai et al. 1975; Binet et al. 1981; IWCLL

1981; Rozman et al. 1984Db).

La consideracion de la linfocitosis como variable de significado
prondstico ha sido enfatizada por multiples autores (Rozman et al. 1982;

Catovsky et al. 1989); sin embargo, Han et al. (1984a) describen lo que
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denominan “Linfocitosis Benigna de Células B Monoclonales”, que se
caracteriza por supervivencias muy largas en pacientes cuya linfocitosis al
diagnéstico era indistinguible de las que presenta el resto de los pacientes de

LLC.

La proliferacion de clasificaciones prondsticas para la LLC es debida
a la gran variabilidad evolutiva, caracteristica de esta enfermedad.
Presentamos a continuacion aquellas clasificaciones que son mas utilizadas en
la clinica diaria y reconocidas de interés pronostico en la realizacion de

ensayos clinicos sobre LLC (Chesson et al. 1988; IWCLL 1989).

B. Clasificacion de Rai et al. (1975).

Esta clasificacion se basa en datos clinicos y hematologicos de facil
obtencion. La clasificacion distingue cinco estadios que resumimos enla ? y

comentamos a continuacion:

1. El estadio 0 se define por la presentacion de linfocitosis; tanto en sangre

periférica, como en la médula 6sea.

2. En el denominado estadio |, ademas de linfocitosis, se encuentran

adenomegalias.

3. En el estadio Il, junto a la linfocitosis, se constata un aumento del tamafio
del higado o del bazo, o incluso de ambos a la vez, con presencia o ausencia

de adenopatias.
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4. El denominado estadio lll esta caracterizado por la existencia de linfocitosis

con anemia, pudiendo coexistir con adenopatias y/o hepatoesplenomegalia.

5. Por ultimo, el estadio IV se caracteriza por linfocitosis y trombocitopenia,

con datos caracteristicos de los estadios I, Il y Ill, o sin ellos.

Tabla 3. Clasificacion prondstica de Rai et al. (1975).

ESTADIO CRITERIO. SUPERVIVENCIA
MEDIANA (meses)

0 Mas de 15 x 10° linfocitos / litro en sangre. 150

Mas del 40 % de linfocitos en la médula 6sea.

I Adenomegalias. 101
Il Hepatoesplenomegalia. 71
1 Anemia. 19
\Y, Trombocitopenia < 100 x 10°/ litro. 19

El diagnéstico y clasificacion de un paciente por el método de Rai
requiere un hemograma completo con recuento de linfocitos, plaquetas y
concentracion de hemoglobina. Ademas, es necesario un estudio clinico para

buscar adenopatias, hepato y/o esplenomegalia.

Poco tiempo después de que Rai propusiera su clasificacién, un
estudio realizado por Bastin et al. (1976) mostraba una correlacion grande
entre la citopenia y la esplenomegalia con la supervivencia de los pacientes de
LLC. Asimismo se hacia mencion de que la proliferacion de las adenomegalias

era una variable médica importante a tener en cuenta en la LLC.
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C. Clasificacién de Binet et al. (1981).

Debido a la imperfecta relacion observada entre los estadios
propuestos por las clasificaciones previas y la supervivencia de los pacientes,
Binet et al. (1981) proponen una nueva clasificacion prondstica de la LLC. Esta
nueva clasificacion se realizé a partir de un estudio que incluia dos series de
pacientes: una retrospectiva de 96 pacientes y otra prospectiva de 196
pacientes. El analisis de los datos -de mejor calidad- de la serie prospectiva se
realizé en primer lugar, utilizandose los datos de la retrospectiva para la
confirmacion de los resultados. La clasificacion considera tres estadios

prondstico: A, B y C, cuyas caracteristicas se resumen en la Tabla 4.

En el estadio A se incluyen todos aquellos pacientes con una
hemoglobina mayor o igual a 100 gramos por litro, numero de plaquetas mayor
o igual a 100x10%litro y menos de tres areas afectadas. Las areas
consideradas en la clasificaciéon ABC, son las siguientes: 1. bazo, 2. higado (>
14 cm), 3. region ganglionar cervical, 4. region ganglionar axilar y 5. regiéon
ganglionar inguinal. Para las tres ultimas (3,4,5), la clasificaciéon no hace
distincién de que la afectacién sea uni o bilateral. La supervivencia de los
pacientes en estadio A no difiere de la que tiene la poblacion francesa normal
de la misma edad y sexo. Sin embargo, Rozman et al. (1984d) concluyen que
la LLC si acorta la vida, ya que la supervivencia -ajustada por edad y sexo- de
la poblacién espafola es mas larga que la de los pacientes de dicha

enfermedad, aun en los estadios mas leves (0,| de Rai o A de Binet).
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Las condiciones que requiere la inclusion de un paciente en el
estadio B son las mismas, en cuanto a hemoglobina y plaquetas, que las del
estadio A; el paciente debe presentar ademas adenopatias, hepato o
esplenomegalia palpables en tres o mas aéreas. La mediana de

supervivencia de los pacientes en estadio B es de seis ainos.

La inclusion de pacientes en el estadio C, requiere la existencia en
sangre periférica de cifras de hemoglobina menores de 100 g/l y/o recuento
plaquetario inferior a 100x10%litro. El nimero de éreas ganglionares con
adenopatias no tiene interés para la inclusién del paciente en este estadio. La

mediana de supervivencia de los pacientes en estadio C es de dos afos.

Tabla 4. Clasificacion prondstica de Binet et al. (1981).

CARACTERISTICAS DEL PACIENTE ESTADIO MEDIANA DE
PRONOSTICO  gypeRVIVENCIA
Hemoglobina Menos de 3 areas A No hay diferencia
afectadas. con la poblacién
>100g/1
francesa de la
y misma edad y
Plaquetas Sexo.
>100 x 107 /1. 3 0 mas éareas B 6 afos.
afectadas.
Hemoglobina Cualquier numero C 2 anos.
<100g/| de areas afectadas.
y/o
Plaquetas
<100 x 10°/ 1.
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La clasificacion de un paciente mediante el método de Binet exige
un examen clinico para precisar el numero de areas afectadas, el recuento
plaquetario, y la determinaciéon de la cantidad de hemoglobina en sangre

periférica.

Chastang et al. (1985) analizan las posibles objeciones que podrian
hacerse a la clasificacién ABC. Dichas objeciones pueden provenir del origen

de los datos y la arbitrariedad al seleccionar las variables y los valores de éstas

que se utilizan para definir los estadios. Respecto al origen de los datos, la
validacion realizada sobre 4 series (recogidas en Francia, Espafa y
Dinamarca), con un total de 611 pacientes, muestra resultados concordantes
con la clasificacion ABC. Los criterios de seleccidn de variables fueron su
relacion con la supervivencia -mediante el modelo de Cox- y la facilidad de uso
en la clinica. Los mismos autores recogen las ventajas que aporta la

clasificacion ABC sobre las anteriores:

1.  Facilita la realizacion de ensayos clinicos, debido al menor
numero de estadios que considera. Todas las clasificaciones

anteriores incluian 4 estadios o mas.

2. Esclaray sencilla de utilizar desde el punto de vista clinico.

3. Es la primera que esta basada en los resultados de un
analisis multivariante de datos de supervivencia de pacientes

con LLC.
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D. Clasificacion del “International Workshop on CLL”.

La clasificacion propuesta en el “International Workshop on CLL” es
denominada genéricamente como Clasificacion Internacional (IWCLL 1981).
Consiste en la fusion de las clasificaciones de Rai et al. y Binet et al. (ABC),
agrupando los estadios de la forma que se expone en la Tabla 5. En el mismo
documento, se recomienda buscar subgrupos de pacientes con diferente
prondstico dentro de cada uno de los estadios de la clasificacion ABC. Son muy
numerosos los autores que estudian la posible influencia de multiples variables
sobre la supervivencia de los pacientes con LLC. A continuacion, se comentan
diferentes factores relacionados con la supervivencia de la LLC que no son

utilizados en las clasificaciones mencionadas hasta el momento.

Tabla 5. Clasificacion pronéstica Internacional de la LLC.

ESTADIO DEFINICION
A (0) Pacientes con caracteristicas de los estadios A de Binet y 0 de Rai.
A(l) Pacientes con caracteristicas de los estadios A de Binet y | de Rai.
B (I) Pacientes con caracteristicas de los estadios B de Binet y | de Rai.
B (Il Pacientes con caracteristicas de los estadios B de Binet y Il de Rai.
C (1 Pacientes con caracteristicas de los estadios C de Binet y Il de Rai.
C (V) Pacientes con caracteristicas de los estadios C de Binet y IV de Rai.
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E. Valor prondstico de las variables Edad y Sexo.

La edad y el sexo como factores pronéstico han sido puestos de
manifiesto por multiples autores (Rai et al. 1975, Rozman et al. 1982). Lee et
al. (1987) consideran la variable edad como una medida del deterioro general
del organismo en el momento del diagndstico y la seleccionan como factor
pronostico en su modelo de supervivencia para los 325 pacientes de su
estudio. Bennett et al. (1988), en un estudio sobre 22 pacientes de LLC con
edades por debajo de 50 afnos -entre los que sélo uno era mujer-, observan
que, a pesar de ser mas frecuente la clasificacion de estos pacientes en
estadios clinicos de alto riesgo sus supervivencias son mejores que las de los
pacientes con edades superiores a 50 afnos. Catovsky et al. (1989), estudiando
una cohorte de 660 pacientes de LLC, ponen de manifiesto que la edad es el

factor pronéstico principal después de los sistemas de clasificacion clinica.

La evidencia a favor de un mejor prondstico de las mujeres con LLC
se resume en: menor incidencia, mayor frecuencia de clasificacion en estadios
de bajo riesgo, y una supervivencia mas larga independiente de la edad o

estadio (Rai et al. 1975; Lee et al. 1987; Catowsky et al. 1989).

F. La Biopsia Medular en el Prondéstico de la LLC.

El caracter prondstico pernicioso del patréon de infiltracion medular
difuso fue puesto de manifiesto por Gray et al. (1974). Montserrat y Rozman

(1983) resaltan la correlacion existente entre los patrones de infiltracion
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medular y los estadios clinicos de las clasificaciones de Rai y Binet. Esta
correlacién obliga a considerar el interés de realizar al paciente una prueba
cruenta como la biopsia de médula ésea, cuando la informacion que aporta es

en gran medida redundante si se conocen los estadios clinicos.

El valor prondstico del patron de infiltracion medular queda patente
en el articulo de Rozman et al. (1984c), que propone una clasificacion clinico
patolégica combinada basada en la clasificacion clinica ABC y los patrones de
infiltracion medular difuso y no difuso mencionados anteriormente. En ese
trabajo, se pone de manifiesto que, si se toman de forma independiente las
variables consideradas posibles factores prondstico, el patrén de infiltracidon
medular aislado es el mejor factor pronéstico. Los mismos autores (Rozman et
al. 1985) se plantean qué sistema de clasificacion resulta mejor, si el basado
en estadios clinicos o en la histopatologia medular aislada, concluyendo que,
a pesar de la correlacion existente entre los estadios clinicos y los patrones de
infiltracion (difuso, no difuso), estos ultimos conservan un valor prondstico
adicional. Geisler et al. (1986) y Pangalis et al. (1987) respaldan parcialmente
en sus respectivos estudios el valor prondstico adicional de los patrones de
meédula 6sea. Sin embargo, otros autores (Han et al. 1984b; Raphael et al.
1988b; Desablens et al. 1989) no encuentran el valor prondstico adicional de
dichos patrones, aunque consideran que pudieran ser de utilidad para predecir
la progresion de los pacientes en estadios precoces (A) hacia estadios de peor
pronostico (B o C). Esta situacion polémica pone de manifiesto la imperfeccion
de los actuales sistemas de clasificacion. En el futuro sera necesario estudiar
la posibilidad de incluir nuevos factores prondstico, que permitan mejorar los

actuales sistemas de estadiaje.
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En cuanto a otras posibles variables medidas mediante biopsia
medular, cabe resaltar la morfologia predominante en las células del infiltrado
medular; que se ha relacionado con la supervivencia de los pacientes de LLC,
aunque los resultados deben ser mas ampliamente comprobados (Frisch y

Bartl 1988).

G. Los estudios Citogenéticos y su valor prondstico.

Incluso cuando utilizamos mitdgenos especificos para las células
linfociticas B, no siempre es posible conseguir mitosis adecuadas para el
estudio del cariotipo de las células leucémicas en todos los pacientes de LLC.
A pesar de estas dificultades, parece existir acuerdo entre los autores
consultados (Pittman y Catovsky 1984; Han et al. 1984c, 1985, 1987; Juliusson
y Gahrton 1985; Oscier et al. 1988) para admitir que el estudio del cariotipo de
las células leucémicas B aporta informacion de interés para el prondstico de los
pacientes de LLC: los cariotipos aberrantes y porcentajes altos de metafases
anormales se asocian a estadios clinicos de mal prondstico en la clasificacion
de Rai. Las anormalidades en el cariotipo, incluyendo o no la trisomia 12 y/o la
translocacion 14q+, se asocian a supervivencias mas cortas. Oscier et al.
(1988) no encuentran sin embargo diferencias significativas en la supervivencia
de los pacientes con y sin alteraciones cariotipicas, concluyendo que son
necesarios estudios mas largos y con un numero mayor de pacientes para
poder verificar la relacion entre las anormalidades del cariotipo y la

supervivencia.
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H. El Tiempo Hasta que se Dobla el Numero de Linfocitos.

En 1981 JakSi¢ y Vitale propusieron un sistema de clasificacion
pronéstica denominado “Total Tumor Mass score” (TTM), posteriormente
validado por Molica y Alberti (1986), que incluia en su definiciéon la raiz
cuadrada del numero de linfocitos en sangre periférica y otras dos variables
que permiten valorar el infiltrado linfocitario de los distintos 6érganos: el diametro
mayor (en centimetros) de la mayor adenomegalia y los centimetros que el
higado rebasaba el reborde costal. Los mismos autores proponian el estudio
del tiempo que tardaria en doblarse el TTM, como factor prondstico de la LLC.

Recogiendo la idea anterior, Montserrat et al. (1986) estudian el
tiempo hasta que se dobla el niumero de linfocitos en sangre periférica
-“Limphocite Doubling Time” (LDT)-, concluyendo que la supervivencia de los
pacientes cuyo LDT es menor de 12 meses es peor que la de aquellos con LDT
superiores. El valor prondstico del LDT ha sido reconocido por otros autores
(Molica y Alberti 1987 y Vifolas et al. 1987). La medicién de esta variable
necesita un periodo de observacion del paciente, previo a la administracion de
cualquier tratamiento, que es poco justificable en estadios de alto riesgo, pero
podria realizarse en los pacientes en estadio A. El método de regresion lineal
que se utiliza para calcular el LDT implica, para los pacientes que no hayan
doblado el numero de linfocitos en el periodo previo de observacién, una
extrapolacion lineal. Ademas, el LDT no puede ser calculado en los pacientes
que presenten durante el periodo previo al tratamiento pendientes negativas
para la evolucion temporal de los linfocitos -de hecho estos pacientes son

eliminados en los estudios antes mencionados-.
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I. Otros posibles factores prondstico.

Los estudios sobre la relacion de la morfologia del nucleo de los
linfocitos con la mortalidad ofrecen resultados contradictorios. Mientras que
Ralfkiaer et al. (1983) encuentra tasas de mortalidad muy aumentadas entre
los pacientes que presentaban irregularidades en el nucleo de los linfocitos,
Gani y Krause (1986) no encuentran diferencias estadisticamente significativas

en la supervivencia de los pacientes con y sin clivados nucleares.

No parece existir relacidon de la supervivencia con el fenotipo
inmunoglobulinico en la superficie de las CL (Bonhomme et al. 1987), ni
tampoco con la existencia de autoanticuerpos contra eritrocitos o plaquetas

(De-Rosi et al. 1988).

En cuanto a las proteinas sanguineas, Rozman et al. (1988)
concluyen que los niveles de Ig. A, Ig. G por debajo de lo normal, y una
gammaglobulina inferior a 700 mg/dl se asocian de forma significativa a
supervivencias mas cortas; en el analisis multivariante s6lo se mantiene la

relacion significativa para los niveles bajos de Ig A.

J. Factores Prondstico Tiempo Dependientes.

Hemos considerado hasta aqui las variables medidas al diagnéstico
y su posible relacion con la supervivencia de los pacientes de LLC. La

supervivencia de estos enfermos suele ser por lo general suficientemente larga
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como para poder realizar dos 0 mas balances hematoldgicos y clinicos del
mismo paciente. La cuestion que surge es si la evolucién temporal de las
variables aporta alguna informacioén sobre la supervivencia de los enfermos.
Rozman et al. (1989b) estudian los efectos de tratar una variable tiempo
dependiente -respuesta al tratamiento- de la misma forma que si fuera una
variable inicial, concluyendo que es de suma importancia separar con claridad
los factores prondstico iniciales de los que son tiempo dependientes, para
evitar llegar a conclusiones erroneas sobre la importancia prondéstica de los
ultimos. Dichos factores prondstico tiempo dependientes han sido escasamente
investigados hasta el momento; de hecho, tampoco se ha estudiado con
precision la evolucion temporal de los pacientes no tratados -historia natural de

la enfermedad- o sometidos a algun tipo de tratamiento.

Los dos factores tiempo dependientes que pueden ser de mas
importancia en relacion con la supervivencia son la respuesta al tratamiento
y la progresion de la enfermedad. Los primeros trabajos que pretenden

estudiar la respuesta al tratamiento como variable prondstica, se enfrentan a

la dificultad de la falta de criterios estandar para valorar la evolucion y la
necesidad de emplear métodos complejos de analisis de supervivencia (Vitale
et al. 1985). Con la utilizacion de mejores métodos de diagndstico, la LLC esta

detectandose en estadios mas precoces (estadio A de Binet), haciendo muy

importante el estudio de la progresion de la enfermedad, entendida como
cambio en el estadiaje clinico del paciente hacia estadios de peor prondstico.
Montserrat et al. (1988) encuentran relacion entre la progresion de la LLC y

algunas variables iniciales como la hemoglobina inferior a 130 g/l, linfocitosis
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superiores a 30x10° / | y LDT menor de 12 meses. Pangalis et al. (1988)
también relacionan la progresion de la LLC con la infiltracion en la médula
osea. Por otra parte, Chevret (1989) realiza un estudio del tiempo hasta que se
produce el cambio de estadio prondstico, llegando a conclusiones similares a

las de Montserrat et al. (1988).

Todos estos estudios permiten diferenciar la leucemia linfocitica
cronica indolente (“smouldering CLL"), aunque los criterios de definicion no son
homogéneos. Los pacientes con LLC indolente tienen una probabilidad muy
baja de evolucionar hacia estadios de peor pronéstico B o C (FCGCLL 1990a;

Molica 1991; Molica et al. 1995).
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V. TRATAMIENTODE LA LLC.

A. Ensayos Clinicos: Criterios de Valoracion de Tratamientos.

Los ensayos clinicos utilizan fundamentalmente dos tipos de
criterios de valoracion de tratamientos: la supervivencia y la respuesta clinica.
La utilizacién de criterios de respuesta clinica para la valoraciéon de
tratamientos presenta el problema de la falta de estandarizacion. Ademas, el
analisis a realizar depende del tiempo de seguimiento, lo que pocas veces es
tenido en cuenta (Rozman y Montserrat 1988b). En general, los autores
consultados consideran la supervivencia como el criterio de valoracion de
tratamientos y objetivo terapéutico privilegiado, juzgando mejor el tratamiento
que consigue alargar mas la vida de los pacientes (Rozman y Montserrat

1989).

Cheson et al. (1988) ofrecen una interesante recopilacion de los
diferentes criterios de evolucion y respuesta al tratamiento que han sido
utilizados a lo largo del tiempo en los distintos ensayos clinicos sobre LLC,
distinguiendo tres tipos diferentes de respuesta clinica: completa, parcial y
enfermedad progresiva. Los criterios expuestos por el IWCLL (1989) afiaden
a dichas respuestas la de enfermedad estable. Los criterios de Remision
Completa (RC) de Cheson et al. (1988) y del grupo IWCLL resultan ser
bastante similares, pero Chesson exige que la situacién se mantenga durante

un periodo de dos meses (Tabla 6).
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Tabla 6. Criterios de Remision Completa.

Clinica. - Ausencia de sintomas generales.
- Resolucién o ausencia de adenopatias.

- Bazo e Higado no palpables.

Sangre Periférica - Cifra de polimorfonucleares mayor o igual a
1'5x10°/ 1.

- Cifra de plaquetas mayor de 100x10% .

- Cifra de hemoglobina (sin transfusion)
mayor de 110 gr/ I

- Cifra de linfocitos en sangre menor o igual a
4x10°/ 1.

Médula Osea. Biopsia y aspirado normales.

Las diferencias entre los dos criterios expuestos se manifiestan a la
hora de considerar las denominadas Respuesta Parcial (RP), Enfermedad
Progresiva (EP) y Enfermedad Estable (EE). Para Chesson et al. (1988), la RP
consiste en una mejoria del 50 % en las mismas variables utilizadas para
definir la RC, mientras que el IWCLL (1989) especifica que debe producirse un
cambio de estadio del paciente pasando de estadios con peor prondstico a
estadios de mejor prondstico. También son diferentes los criterios para definir
EP. Chesson et al. definen la EP como un empeoramiento del 50% en las
mismas variables utilizadas para definir la RC, mientras que, para el IWCLL,
ésta implica un cambio de estadio del paciente hacia estadios de peor
pronostico. La falta de cambio en el estadiaje del paciente define para el IWCLL

lo que constituye la EE, que no es considerada por el grupo de Chesson.
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B. Valoracion de Ensayos Clinicos sobre LLC.

Rozman y Montserrat (1984b) exponen las dificultades encontradas
al tratar de valorar los diferentes estudios sobre tratamiento de la LLC: carencia
de estratificacion prondstica, inclusion de pacientes tratados previamente, falta
del grupo control, no hacer de forma aleatoria la asignacion de tratamiento y

la utilizacion de distintos criterios de evaluacion de los tratamientos en estudio.

Los estudios sin estratificacion prondstica asignan el tratamiento a
los pacientes sin tener en cuenta cual es su estadio prondstico, impidiendo en
consecuencia la adecuacion del tratamiento administrado al mayor o menor

riesgo de muerte del paciente.

La inclusién en un ensayo de enfermos tratados previamente junto
con pacientes no tratados antes plantea problemas de comparabilidad y
dificulta la interpretacion de los resultados del estudio. En general, dichos
tratamientos no estan correctamente documentados y difieren en dosis,

duracion y otras caracteristicas.

La falta de grupo control impide tener el necesario punto de apoyo
y referencia en la comparacion de tratamientos (consideramos la abstencion
terapéutica como un tratamiento mas). Si existe el grupo control en el estudio,
pero la asignacién del tratamiento no se ha efectuado de forma aleatoria,
corremos el riesgo de introducir sesgos o disbalances -en los factores

prondstico, conocidos o0 no- entre los grupo de control y tratamiento/s.
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A continuacion se exponen algunas recomendaciones para el
tratamiento de la LLC, basadas en los resultados de diferentes ensayos clinicos

bien disefiados.

C. Cuando tratar la LLC.

En pacientes clasificados en los estadios B o C -con supervivencias
mas cortas que la poblacion general-, los riesgos de utilizar un tratamiento
agresivo se ven contrarrestados por la gran virulencia de la enfermedad, y en
consecuencia el tratamiento debe comenzarse lo antes posible tras el

diagnéstico.

La supervivencia de los pacientes en estadio A suele estar poco o
nada acortada, lo que nos obliga a ser mas cautos a la hora de administrar
tratamiento. Ademas, la administraciéon de clorambucil a estos pacientes ha
mostrado un efecto paraddjico, ya que evita la evolucién hacia estadios mas
avanzados (B o C), pero asimismo parece acortar la supervivencia (FCGCLL
1988a). No esta definitivamente aclarado si en el estadio A es necesario
aplicar tratamiento, ni si se debe tratar a todos o s6lo a algunos de estos
pacientes; tampoco esta claro cual seria el momento en que deberia, en su
caso, iniciarse la terapia (FCGCLL 1991). Rozman y Montserrat (1989)
recomiendan no tratar con agentes citotoxicos a los pacientes en estadio A
durante al menos tres meses tras el diagndstico, a no ser que se presente
alguna de las siguientes circunstancias: linfocitosis mayor de 30*10%I, LDT

menor de 12 meses, patron de infiltracion difuso en médula ésea, hemoglobina
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en sangre menor de 12'5 g/dl, edad menor de 50 afios y/o anormalidades
citogenéticas complejas. Durante el periodo de tres meses puede ser de
interés utilizar modalidades de tratamiento encaminadas a hacer desaparecer

el clon celular patolégico.

Todas las variables que hemos mencionado como determinantes
para comenzar el tratamiento en el estadio A son susceptibles de ser incluidas
en una clasificacion pronaostica futura, si se confirma en estudios amplios y bien
disefiados su relacion con la supervivencia de los pacientes y la importancia de

tenerlas en cuenta a la hora del tratamiento (FCGCLL 1990b).

D. Cémo tratar la LLC.

En la Tabla 7 se resumen los principales procedimientos
terapéuticos ensayados hasta el momento sobre pacientes de LLC, aunque no
se haya llegado a conclusiones definitivas sobre el interés de muchos de ellos
en el tratamiento de esta enfermedad. Los dos tratamientos clasicos en las
leucemias son la radioterapia y la quimioterapia. Ambos han sido estudiados
en pacientes de LLC, demostrandose, en ensayos clinicos aleatorizados, que
la radioterapia -utilizada en multiples formas que van desde la irradiacion
esplénica hasta la irradiacidn corporal total pasando por la radiacion
extracorporea de la sangre- no es superior a la quimioterapia (Jacobs y King
1987; Catovsky et al. 1988). En consecuencia, el tratamiento mas

generalmente aceptado en la clinica diaria es la quimioterapia.
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Tabla 7. Procedimientos Terapéuticos utilizados en el Tratamiento de la LLC.
QIMIOTERAPIA.
- Monoquimioterapia:

Clorambucil.
Glucocorticoides.
Ciclofosfamida.

- Poliquimioterapia:
Clorambucil y Prednisona.
Ciclofosfamida y Citosina Arabinésido.
Vincristina, Ciclofosfamida y Prednisona (COP).
Vincristina, Ciclofosfamida, Prednisona y Adriamicina (CHOP).
Vincristina, Ciclofosfamida, Prednisona y Melfalan (BCNU o Protocolo M-2).

Vincristina, Ciclofosfamida, Prednisona, Melfalan y Peptiquimio (MiNa).

RADIOTERAPIA.
- Paliativa.
- Irradiacion Timica.
- Irradiacion Esplénica.
- Irradiacion Linfadenal Total.
- Irradiacion Sanguinea en Circulacion Extracorporea.

- Irradiacion Corporal Total.

TRASPLANTE DE MEDULA OSEA.

MEDIDAS DE SOPORTE.

- Esplenectomia.

- Linfocitoaféresis.

- Inmunoglobulinas Intravenosas en Altas Dosis.

MODIFICADORES DE LA RESPUESTA CELULAR.

- Anticuerpos Monoclonales.

- Interferdn.
- Pentostatin.
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Rozman y Montserrat (1989), tras la revision de 15 ensayos clinicos
aleatorizados y con estratificacion pronéstica, que empleaban la supervivencia
como criterio de evaluaciéon del tratamiento, reconocen que no existe en la
actualidad ningun tratamiento quimioterapico que haya demostrado ser superior
al clorambucil para los pacientes en el estadio B. Al clorambucil se le suele
asociar la prednisona, aunque no se ha estudiado en profundidad si esta
asociacion presenta ventajas claras. Actualmente se esta estudiando la
administracién de CHOP (COP + Adriamicina) frente al clorambucil y los

primeros analisis parecen ser favorables al primero (FCGCLL 1988b).

Para los pacientes clasificados en el estadio C se han ensayado
diferentes pautas quimioterapicas. El grupo cooperativo francés (FCGCLL
1986; 1989) ha demostrado que la poliquimioterapia denominada CHOP es
mejor que el COP para aumentar la supervivencia, en el estadio C. Algunos
autores sefialan que el CHOP parece ser mejor que el clorambucil (Hansen et

al. 1988) y este ultimo mejor que el COP (Montserrat et al. 1985D).

Existen una serie de tratamientos paliativos o de soporte, como son
la linfocitoaféresis, esplenectomia, y la administracion intravenosa de
inmunoglobulinas, que hacen disminuir algunos sintomas peligrosos y/o
molestos como la linfocitosis superior a 100*10%/1, las infecciones bacterianas
graves y las adenomegalias (Rossi et al. 1986; Stein et al. 1987; Pegourie et

al. 1987).
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E. Otros Tratamientos en Fase Experimental.

Se han ensayado algunos otros tipos de quimioterapia diferentes a
los mencionados, pero deberan ser mas ampliamente ensayados antes de
aplicarse en la clinica diaria (Case et al. 1985; Dillman et al. 1989). Entre ellos,
cabe destacar la fludarabina (9-D-arabinofuranosil-2-fluoro-adenina
monofosfato), que parece proporcionar porcentajes de remision muy altos
(Grever et al. 1988), pero facilita la presentacion de infecciones (Keating et al.

1993).

La investigacion de productos modificadores de la respuesta celular
esta comenzando en el momento actual. El uso de anticuerpos monoclonales,
dirigidos especificamente contra las células leucémicas, se ha ensayado en
pocos pacientes y sélo se han obtenido respuestas parciales y transitorias,
estando gran parte de su farmacocinética aun por estudiar (Dillman et al.
1982). El estudio del Interferon en la LLC es todavia incompleto y no existen

resultados definitivos.

El trasplante de médula ésea ha sido analizado recientemente en
pacientes de LLC con prometedores resultados; se necesita tiempo aun para
la confirmacion de los mismos y el establecimiento del tipo de enfermo
susceptible de someterse a dicho tratamiento, no exento de riesgos

importantes en personas de edad avanzada.
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F. Posibilidad de Curar la LLC.

A pesar de los buenos resultados obtenidos con al trasplante de
meédula 0sea, esta terapia no puede ser aplicada a todos los pacientes. Existen
dos prometedoras lineas de investigacion que deberan ser exploradas en el
futuro y que pudieran acabar fundiéndose en una unica: las substancias
modificadoras del comportamiento de la célula y la micro-ecologia celular.
Bernard (1990) reutiliza el término de ecologia para designar el medio donde
viven y se reproducen las células sanguineas asi como las interacciones entre
medio y célula. La ecologia de las células sanguineas cobra actualidad por tres
observaciones clinicas realizadas en los enfermos de leucemia tratados
mediante trasplante de médula y que exponemos a continuacion: ¢ Cual es la
razén de que las células del donante inyectadas en el torrente sanguineo se
detengan sélo en la médula 6sea? ;Como interpretar las poco frecuentes
recaidas de leucemia provocadas por la malignizacion de las células del
donante? Y, en caso de recaida, ¢ por qué las células sanas del donante se
transforman en malignas?. La posible aplicacién del concepto de ecologia

celular al tratamiento de la LLC esta aun por concretar.
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Capitulo 3.

Descripcidon del Protocolo LLC-80. Material de

Trabajo.
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|. DESCRIPCION DEL PROTOCOLO DEL ENSAYO LLC-80.

ElI LLC-80 es un ensayo clinico de fase Ill que se activo el 27 de Mayo
de 1980 por el Grupo Cooperativo Francés para el estudio de la Leucemia
Linfocitica Cronica (FCGCLL 1983). El ensayo es multicéntrico y se desarrolla
en 32 hospitales. Los datos que se utilizan en este trabajo estan actualizados
a la fecha de 1 de Junio de 1987 -fecha del segundo analisis intermediario
programado-, y corresponden a los 969 pacientes incluidos hasta ese
momento (614 hombres, 349 mujeres y 6 cuyo sexo no se recogio) con edades
comprendidas entre 29 y 90 anos. A continuaciéon se describe brevemente

dicho protocolo.

A. Los Tratamientos Ensayados y el Disefio de Comparacion.

El ensayo clinico LLC-80 tiene como objetivo principal la comparacion
de dos tratamientos en cada uno de los tres estadios -A, B, C- de la
clasificacion de Binet et al. (1981). En el estadio A se compara la abstencion
terapéutica frente al clorambucil. En el estadio B se ensaya el clorambucil
frente al COP. En el estadio C se estudia el COP frente al CHOP. En la Tabla

8 se expone la posologia de los tratamientos.
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Tabla 8. Posologia de los Diferentes Tratamientos.

1.

2.

3.

Clorambucil a dosis de 0'1 mg/Kg de peso del paciente de forma
indefinida y por via oral.

COP: Curas de cinco dias de duracién. Una cura por mes durante los seis
primeros, y después una cada trimestre.

- Ciclofosfamida: 300 mg/m2 los dias primero al quinto por via oral.

2

- Vincristina (oncovin): 1 mg/m*< el primer dia.
- Prednisona: 40 mg/m2 los dias primero al quinto por via oral.

CHOP: Se aplica la Eﬂsma posologia que el COP pero afadiendo
Adriamicina 25 mg/m“ el primer dia de cada una de las curas.

Cada paciente es clasificado en uno de los estadios pronostico y

posteriormente se le asigna uno de los dos tratamientos de forma aleatoria. Los

pacientes de mas de 80 anos en estadio C son aleatorizados como los

pacientes del estadio B, es decir, entre COP y Clorambucil, debido a la

toxicidad cardiaca de la adriamicina. En |la Tabla 9 se presenta el numero de

pacientes asignados a cada grupo de tratamiento, clasificados segun su edad

y estadio prondstico.

Tabla 9. Pacientes Incluidos segun Tratamiento, Edad y Estadio Prondstico.

Edad < 80 afios Edad > 80 afios
Estadio Prondstico.
Tratamiento TOTAL
A B C A B C

Abstencion. 302 7 309
Clorambucil 292 146 10 2 1 451
COP 135 33 4 1 173
CHOP 36 36
TOTAL 594 281 69 17 6 2 969

A lo largo del tiempo se pueden producir los siguientes reajustes en la

terapia administrada:
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1. La dosis se reduce a la mitad si los polinucleares estan entre
1000 y 1500 por mm3 y/o las plaquetas estan en cifras entre 50
y 100 x 109 / litro.

2. El tratamiento se detiene cuando los polinucleares estan por

debajo de 1000 por mm3

y/o las plaquetas son inferiores a 50 x
109 / litro, hasta que las dos variables tomen valores que permitan
la quimioterapia.

3. Se detiene la administracion de vincristina si sobrevienen

trastornos neuroldgicos.

La aceptacion del protocolo implica seguir el tratamiento asignado
inicialmente al paciente -Abstencién, Clorambucil, COP o CHOP- y recoger
informacion sobre las causas y el momento en que se realiza algun cambio
cualitativo de tratamiento: pasar de no estar tratado a recibir quimioterapia, de
tomar clorambucil inicialmente a serle administrado COP, CHOP, o cualquier
otro tratamiento. El protocolo permite realizar algunos cambios de este tipo,
cuando hayan trascurrido mas de 9 meses desde la asignacion aleatoria y se

produzca un cambio del paciente hacia estadios de peor pronéstico.

B. Criterios de Inclusion y No inclusion.

Los individuos se reclutan en los 32 centros participantes, siendo
susceptibles de inclusion en el ensayo -previo acuerdo escrito del paciente- si

se cumplen los criterios de diagndstico citoldgico clasico de la LLC:
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1. Linfocitosis mayor de 15 x 109 linfocitos por litro, o valores
superiores a 4 e inferiores a 15 x 109 linfocitos / | mantenidos
durante los ultimos 3 meses.

2. Infiltracion medular linfocitaria puesta de manifiesto
mediante punciéon o biopsia de la médula 6sea. Para los
pacientes con cifras de linfocitos comprendidas entre 4 y
15 x 109 células / | la biopsia de la médula 6sea es
obligatoria, debiendo mostrar alguno de los patrones de
infiltracion caracteristicos (Raphael et al. 1983).

No se incluyen en el ensayo los pacientes en los que se aprecie alguna
de las siguientes circunstancias:
1. Tratamientos previos para su LLC.
2. Cualquier impedimento para mantener el seguimiento clinico
periddico.
3. Padecer o haber padecido algun cancer asociado, con la
excepcion del cancer cutaneo.
4. Padecer una Leucemia Prolinfocitica (Galton et al. 1974).
5. Pacientes en los estadios B o C para los que exista una
contraindicacién de la terapia con corticoides.
6. Pacientes en estadio C que presenten contraindicacion para la
administracion de Adriamicina.
Cuando un paciente es incluido en el ensayo se le asigna un numero de
identificacion (OBSE), al que se referira toda la informacion recogida sobre él.

La exclusion no esta permitida.
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C. Aleatorizacion.

La aleatorizacion o asignacion del tratamiento al azar se realiza una vez
que se dispone de toda la informacion del balance inicial sistematico (ver Tabla
10), que permite verificar si el paciente cumple los criterios de inclusion
y no-inclusién en el ensayo clinico y su clasificaciéon en uno de los estadios

prondstico de Binet et al. (1981).

La asignacion se realiza de manera estratificada por centro; con ello se
pretende que cada centro en el estudio pueda disponer de un numero de
pacientes similar en cada uno de los dos grupos de tratamiento
correspondientes a cada estadio. Dicha asignacion la realiza el secretariado del
estudio LLC-80, que posteriormente comunica el tratamiento a poner en
marcha, primero por via telefénica y a continuacion por correo. El tratamiento

se inicia de manera inmediata.

La fecha de asignacion del tratamiento o aleatorizacion tiene gran
importancia en este estudio, ya que dicha fecha sera el origen de la escala

temporal de seguimiento.

D. Recogida de Datos: Balance Inicial y de Evolucion.

El balance inicial o de entrada al ensayo se realiza antes de la
asignacion aleatoria de tratamiento. En dicho balance se recoge el sexo y la
edad de los pacientes, ademas del resultado del informe sistematico obligatorio

y del informe facultativo, que incluyen las variables expuestas en la Tabla 10.
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El balance de evolucién o seguimiento recoge las mismas variables
que el examen sistematico, anadiendo informacién sobre la fecha de muerte,
la pérdida de seguimiento, los cambios de estadio prondstico, y los cambios de
tratamiento -previstos en el protocolo-, en el caso de que tales acontecimientos
se hubieran producido. Los balances realizados sobre cada paciente se
numeran (NROBIL) de forma que el balance inicial es el numero 1, designando
a los de seguimiento con numeros naturales k consecutivos comenzando en

el dos.

Tabla 10. Variables Medidas en el Balance Inicial.

Informe Sistematico:
a. Examen Clinico:
1. Antecedentes personales y familiares.
Peso y Talla.
Exploracién de posibles adenopatias, hepatomegalia y esplenomegalia.
Exploracién de las amigdalas.

Investigacion de una posible afectacion cutéanea o infeccion.

@ ok~ w0 D

Estado general y actividad funcional evaluada a través de la escala de
Karnofsky.

b. Examenes Complementarios:
1. Hemograma completo que incluye recuento plaquetario.
2. Mielograma.

3. Biopsia medular (indispensable si el mielograma resulta pobre o poco
infiltrado; optativo en el resto de los casos). Para informar sobre el patrén de
infiltracion se utiliza la clasificacion de Raphael et al. (1983).

Radiografias de térax: anteroposterior y lateral.
Linfografia segun la clasificacién de Grellet et al. (1979).
Velocidad de sedimentacion.

Hierro sérico.

©® N o o &

Electroforesis y a veces inmunoelectroforesis de proteinas séricas.
9. Dosificacion de las inmunoglobulinas séricas.
10. Test de Coombs.
Informe Facultativo:
1. Grupo sanguineo.
2. Tipaje del HLA (A,B,C,D).

3. Estudio de linfocitos segun las posibilidades o interés de cada centro.
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E. La Escala Temporal y los Balances de Segquimiento.

El disefio del ensayo LLC-80 establece a priori la fecha de comienzo -27
de mayo de 1980- y el tiempo que debe durar el experimento -8'29 afos- para
obtener en la comparacion la potencia deseada. También fija las fechas para
la realizacion de tres analisis intermediarios con los datos de seguimiento
actualizados. A la fecha de actualizacion, el paciente puede encontrarse vivo,
muerto, o perdido de vista. Si el paciente ha muerto, se investiga la fecha en
que se ha producido su fallecimiento. Para los perdidos de vista, se indaga a
través de diferentes fuentes cual es la ultima fecha en la que se conocia con
certeza que estaba vivo. La categoria "perdido de vista" engloba tanto los
abandonos como las pérdidas de seguimiento. Debido a que el reclutamiento
de los pacientes se realiza de forma escalonada a lo largo de la duracién del
experimento, el tiempo de seguimiento y consecuentemente el numero total de
balances son variables para cada individuo (Chastang et al. 1986). Dichas
variables dependen ademas de otros factores, como la duracion de la vida del

paciente y el abandono o pérdida del seguimiento (Figura 1).

Para poder establecer una misma pauta de seguimiento aplicable a
todos los pacientes incluidos en el ensayo, es necesario fijar una escala
temporal con origen comun tQ) . Se ha escrito mucho sobre cuél es el suceso
que permite una definicion mas homogénea del instante tQ) , habiéndose
propuesto entre otros el "diagnostico", "primera visita al médico", etc... Sin

embargo, el hecho que permite conseguir un origen de la escala temporal

uniforme para todos los pacientes incluidos en un ensayo clinico es el momento
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de la asignacién aleatoria del tratamiento -aleatorizacién-; éste es el origen de
la escala temporal de seguimiento que utiliza el ensayo LLC-80. La
representacion de la inclusidn de los pacientes en el ensayo, con la escala del
tiempo de seguimiento, produce la falsa sensacion de que todos los
pacientes han sido incluidos en el mismo instante t() de la asignacion aleatoria
(Figura 2). En este trabajo, el tiempo que cada paciente permanece en el
estudio es una variable (TIMESEG) que se define calculando los dias
transcurridos desde la aleatorizacion hasta la fecha del acontecimiento que
suceda antes, entre los siguientes: actualizacion de los datos, pérdida del

seguimiento o muerte del paciente.

Los balances de evolucion en el ensayo LLC-80 han sido
programados considerando la escala del tiempo de seguimiento. El primero de
estos balances debia realizarse a los nueve meses de la aleatorizacion, y los

balances sucesivos cada seis meses.
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Figura 1. Inclusién Escalonada de los Pacientes en el Tiempo.

Paciente
| |
1 A |
| |
2 | A M |
| |
3 A P [
| |
|
0 F

Tiempo Cronoldgico
0- Comienzo del Ensayo.
A- Fecha de la Aleatorizacion.
M- Muerte del Paciente.
P- Pérdida o Abandono del Seguimiento.

F- Fecha de la Actualizacion o del Final del Ensayo

Figura 2. La Escala de Seguimiento.

Paciente |
1 A F
2 A M
3 A P
|
t, Tiempo de Seguimiento

A- Aleatorizacion (t,).
M- Muerte del Paciente.
P- Pérdida o Abandono del Seguimiento.

F- Fecha de la Actualizacion o del Final del Ensayo.
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Il. MATERIAL UTILIZADO EN ESTE TRABAJO..

Los datos utilizados en este trabajo se han empleado y analizado en
otros estudios publicados por el grupo cooperativo francés (FCGCLL 1986,

1988a, 1988b, 1989, 1990a, 1990b; Chevret 1989).

A. Pacientes y Balances.

La base de datos del ensayo LLC-80 contiene informacion sobre 969
pacientes de LLC incluidos en el estudio hasta el 1 de junio de 1987. La
informacion se recoge en un total de 5.357 registros, cada uno de los
cuales se corresponde con un balance, siendo 969 iniciales y el resto de

seguimiento.

No se incluira en nuestro estudio al unico paciente de mas de 80 afos
de edad que encontrandose en estadio C habia sido tratado con clorambucil.

Sobre este paciente se han realizado so6lo dos balances.

En el estudio de seguimiento utilizaremos todos los balances
realizados sobre los pacientes mientras siguieron el tratamiento inicial,
aleatoriamente asignado; no utilizaremos los balances realizados a partir del
momento en que se cambid dicho tratamiento. Segun el protocolo, el cambio
de tratamiento implicaba un cambio de estadio prondstico por parte del

paciente.
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B. Variables del Balance Inicial.

De la informacién recogida en el balance inicial (k=1) tomaremos
directamente las variables: sexo, edad -medida en afios-, todas las variables
necesarias para definir el estadio pronéstico del paciente (STADEN) y el
tratamiento asignado al azar (RAND). El estadio prondstico -A, B o C- se
define con los criterios de la clasificacion de Binet et al. (1981), a partir del valor
de las variables:

- Concentracion de hemoglobina (HB) en la sangre periférica
medida en gramos / litro.

NL’Jénero de plaquetas (PLAQ), medida en unidades de
10¥ plaquetas / litro.

- Indicadores de afectaciéon de las areas ganglionares cervical,
axilar e inguinal.

- Indicador de la afectacion del bazo, con esplenomegalia.

- Indicador de la afectacion del Higado, con hepatomegalia mayor o
igual a 14 cm por debajo del reborde costal.

Ademas, tomaremos:
- El numero de leucocitos (GB) y el porcentaje de linfocitos (LYMP).

A partir de los indicadores de afectacion ganglionar hepatica y esplénica,

construiremos la variable:

- Numero de areas afectadas (NROAREAS) contando como 1 la
afectacion de cualquiera de las areas aunque sea bilateral. Esta
variable puede tomar valores de cero a cinco y es la que se utiliza en

la clasificacion de Binet et al. (1981).
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También construiremos las variables siguientes:

El numero de linfocitos (NLYMP), obtenido a partir de GB y LYMP
mediante la formula: NLYMP = GB x (LYMP / 100). NLYMP tendra

unidades de 109 linfocitos / litro.

El logaritmo neperiano del numero de linfocitos (LOGNLYMP).
Esta variable facilita la realizacion de los analisis, al favorecer la
linealidad y homocedasticidad de la varianza (Armitage 1992).
Ademas, permite la comparacion de nuestros resultados con los de
otros estudios previos sobre la evolucién del logaritmo del numero de

linfocitos (Galton et al. 1966; Bernardou et al. 1973).

C. Variables de los Balances de Seguimiento.

En el estudio de la evolucidon resulta esencial la localizacion de las

observaciones o balances sobre la escala del tiempo de seguimiento. Para ello

necesitamos las siguientes variables, que tomamos directamente de la base de

datos:

Identificacion numérica unica de cada paciente (OBSE), que
indicaremos por i .

Numero del balance (NROBIL), que indicaremos por k.
Fecha de aleatorizacion (DATRAN)

Fecha en la que se realiza el balance de seguimiento k
(DATBIL ).
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Entonces,

- Los dias transcurridos (T,) desde la fecha de aleatorizacion hasta
la fecha en que se realiza el balance de seguimiento k se calculan

mediante la expresion:  T,= DATBIL, - DATRAN .

De cada balance de seguimiento k>2, se toman directamente de la base

de datos las siguientes variables medidas en sangre periférica:

El numero de leucocitos (GB ).

El porcentaje de linfocitos en la formula leucocitaria (LYMP ).

La concentracion de hemoglobina (HB ).

El numero de plaquetas (PLAQ,).

El numero de linfocitos en sangre periférica (NLYMP ,) se calcula
como se ha visto anteriormente, pudiendo a continuacién obtener su

transformacién logaritmica (LOGNLYMP ).

Para considerar la inclusion de un balance de seguimiento en el analisis
de evolucion, necesitamos dos variables de la base de datos del ensayo

LLC-80:

- El tratamiento prescrito al paciente en cada balance (TTSUIV ,).

- El tratamiento recibido por el paciente (TTRECU ) desde el balance
de seguimiento anterior (k-1).

Incluiremos en el analisis de evolucion todos los balances de seguimiento k
previos a la deteccién de un cambio de tratamiento, es decir, cuando se verifica

que TTRECU,=TTSUIV, _,,=RAND para todo h<k.
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Capitulo 4.

Métodos de Analisis.






El estudio de la evolucion puede basarse en distintos disefos
experimentales generadores de datos. El analisis debe adecuarse tanto al
disefio del experimento como a las caracteristicas de los datos generados. Los
métodos de analisis estadistico aplicables al estudio de la evolucién han
experimentado cambios fundamentales, pero, en realidad, los métodos
actuales pueden considerarse generalizaciones de los métodos clasicos. En
este capitulo describimos brevemente los diferentes disefios y algunos de estos
métodos, enfatizando los que posteriormente utilizaremos en el analisis de la

evolucion de las variables de interés.

En este trabajo, las unidades experimentales son individuos
-pacientes-. Los términos de variable y caracteristica se utilizaran
indistintamente, pero se diferencian las variables respuesta, cuya evolucién
nos interesa estudiar, de las covariables o variables explicativas que pueden
afectar a la variable respuesta. A las covariables categoricas las
denominaremos factores, reservando el término de efecto para referirnos a
la influencia de las variables explicativas sobre la variable respuesta.
Distinguiremos las covariables que son constantes en el tiempo para cada
individuo de las covariables tiempo dependientes. La variacion de las
primeras es exclusivamente interindividual -covariables interindividuales-;
ejemplos clasicos son el sexo, lugar de nacimiento y los antecedentes de
enfermedades. Las covariables tiempo dependientes se denominan también
intraindividuales, al tomar valores diferentes en las distintas observaciones
de un mismo individuo a lo largo del tiempo.
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|. DISENOS PARA EL ESTUDIO DE LA EVOLUCION.

El estudio de la evolucion de una cierta variable respuesta Y, en una
determinada poblacion de individuos, puede basarse en dos tipos
fundamentales de disefio. El disefio denominado transversal -cross sectional-

por Goldstein (1979) y transversal repetido -repeated cross sectional- por Ware

(1985) consiste en escoger q muestras independientes de individuos, cada una
de ellas en determinado instante f, de la escala temporal (k-1,.., q) (Tabla

11).

Tabla 11. Estructura de la Matriz de Datos en el Disefo Transversal.

INSTANTE
TEMPORAL
t1 t2 tk tq
MUESTRA. m, m, m m,
TAMANO n, n, Ny g
Y1 my Y1 my Y1 My Y1 My
Yi my Yi my . Yi'mk Yi My
nq,my Ynz,mz . Ynk,mk . an,m‘7
MEDIAS v; v v v
Y Y Y Y
MUESTRALES m; my My Mq
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Este disefio puede utilizarse para detectar cambios en la variable respuesta Y
relacionados con el tiempo, basandose en la comparacion de las medias de la
variable respuesta Y en las diferentes muestras de pacientes. Cada muestra
incluye individuos distintos; por tanto, el disefio transversal no recoge
informacion sobre las trayectorias individuales del proceso. Glindmeyer et al.
(1982) desaconsejan realizar predicciones individuales de evolucion de la
enfermedad fundamentadas exclusivamente en resultados de estudios
transversales.

El disefio longitudinal se caracteriza por realizar observaciones
repetidas -balances de seguimiento- en cada unidad experimental, en
diferentes instantes temporales, facilitando informacion sobre las trayectorias
del proceso y la variacion intraindividual. Ademas, permite controlar de
manera uniforme, y similar en todos los pacientes, la exposiciéon a
diversos factores susceptibles de afectar a la variable respuesta. Dicho control
resulta mas dificil y menos fiable en los estudios transversales, debido a que

en cada instante de tiempo se seleccionan individuos diferentes.

A. Tipos de Disenos Longitudinales.

El disefo que fija a priori una pauta de seguimiento idéntica para todas
las unidades experimentales se denomina "longitudinal puro”, "longitudinal
fijo" o "longitudinal de medidas repetidas" (Goldstein 1979). Este disefio
plantea la realizacién de un mismo numero de observaciones -q- sobre cada
unidad experimental, efectuadas en idéntico conjunto t,,t,, ...,tq de instantes

temporales (Tabla 12).
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Tabla 12. Estructura de Datos del Disefio Longitudinal Fijo.

INSTANTE
TEMPORAL t1 t2 tk tq
INDIVIDUO
1 Yi1 Yi2 Yik Yig
| Y: 1 Yi,2 Yi,k Yi,q
n Yn,1 Ym2 e Yn'k e Yn,q
MEDIA \71 \72 Vk Vq

No existe una calificacion generalmente aceptada para otro tipo de
disenos longitudinales. Goldstein (1979) sugiere la denominacion de estudios
"longitudinales mixtos" para aquellos en los cuales existen individuos que
han sido observados en subconjuntos -diferentes- de ocasiones pertenecientes
al conjunto de instantes ¢, ¢,,...,t q prefijados en el disefio. Aqui, extenderemos
esta denominacion para incluir también los estudios longitudinales disefiados
para realizar las observaciones sobre los individuos en determinados instantes
de la escala temporal, pero que por su disefio - v.g. duracion fija del ensayo y

reclutamiento escalonado en el tiempo- no contemplan el mismo numero de
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observaciones sobre cada individuo; admitiremos ademas que las
observaciones puedan realizarse en diferentes instantes de los considerados
en la pauta de seguimiento. La estructura de datos del estudio longitudinal
mixto es de dificil representacion, ya que el numero de observaciones g, y los

instantes en que se efectuan, dependen del individuo i.

La principal diferencia entre ambos tipos de disefo longitudinal esta en
la variabilidad interindividual del tiempo. Si el disefio longitudinal es fijo, no
existe variabilidad interindividual ya que todos los individuos han sido

observados en los mismos instantes ¢, ¢,,..

t,; sin embargo, si el disefio es
mixto, tanto el tiempo en que se realizan las observaciones como el numero de

éstas varia interindividualmente ( ¢,.,t,,, ,,,,tiq,).

B. Caracteristicas de los Datos: Importancia del Analisis Preliminar.

Los datos recogidos por un estudio longitudinal pueden presentar ciertas
caracteristicas de gran importancia a la hora de seleccionar los métodos de
analisis, tales como datos faltantes, disbalances y dependencia entre las
observaciones de la variable respuesta realizadas sobre un mismo

individuo.

Se denominan datos faltantes a aquellos que no se recogieron, a pesar

de que el balance de seguimiento u observacion correspondiente pudo haberse
realizado en su momento. Cuando no existen datos faltantes se dice que los

datos son completos. Se han descrito diferentes métodos para soslayar las
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dificultades que plantean los datos faltantes en el analisis, basados, en general,
en la hipétesis de independencia entre el mecanismo de generacion de dichos
datos y la variable respuesta -’missing at random”-; en los ultimos afos ha
ganado fuerza la imputacion de los datos faltantes a partir de los datos de otros
individuos (Little y Rubin 1987). La cantidad de datos faltantes afecta la calidad

del estudio en relacion inversamente proporcional.

En el contexto de los estudios longitudinales, se habla en general de

datos o disenos balanceados cuando todos los individuos del estudio son

observados en los mismos instantes ¢, ¢,,.. t, -disefo longitudinal fijo- y no

hay datos faltantes. Este tipo de datos se encuentran en investigaciones
realizadas en laboratorio, con seguimientos cortos y completos de unidades
experimentales privadas de voluntad propia, en los que no es probable que se
produzcan muertes ni, por supuesto, abandonos del seguimiento. Cuando se
plantean seguimientos largos de pacientes, lo mas habitual es que existan
datos faltantes y se produzcan disbalances, al observar a cada paciente en
un conjunto diferente de ocasiones.

Los métodos clasicos de analisis resultan aplicables cuando podemos
admitir la independencia de las respuestas Y condicionadas a los valores de
las variables explicativas. Dicha independencia es admisible en el caso de que
la respuesta haya sido medida en individuos diferentes; sin embargo, los datos
longitudinales se caracterizan por la medida de la variable respuesta sobre

los mismos individuos en varias ocasiones a lo largo del tiempo, lo que

no permite sostener la hipétesis general de independencia. Para un mismo
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individuo, las respuestas pueden ser dependientes, por o que se necesitan

métodos de analisis que permitan tomar dicha dependencia en consideracion.

La necesidad de escoger métodos adecuados a las caracteristicas de
los datos exige la realizacion de un analisis preliminar -descriptivo- de su

estructura real.

El disefio del ensayo LLC-80 fija una pauta de seguimiento igual para
todos los pacientes, pero la inclusion escalonada provoca que los individuos
sean observados en un numero diferente de ocasiones. En consecuencia, el
total de las observaciones realizadas sobre cada paciente i es un valor q,
dependiente del individuo. Ademas, en la practica, resulta imposible respetar
estrictamente la pauta de seguimiento, realizdandose los balances de
evolucién en diferentes instantes de la escala temporal. En realidad se ha

observado a cada individuo i en instantes temporales t.

i1 tigss B, QUE

dependen del individuo considerado. La hipétesis de que cada balance k se
ha realizado en el mismo instante t, para todos los individuos (f;, - t,,
para todo i) -0 en un instante préximo-, puede conducir a errores
importantes. Por poner un ejemplo muy extremo, el balance numero 2 se
realizé en un paciente a los 21 dias de la aleatorizacién, y en otro a los 2.075
dias; considerar que ambos balances se han efectuado a los 9 meses
(aproximadamente 270 dias) del origen de la escala de seguimiento como
especificaba el protocolo, o incluso cerca el uno del otro, equivale a suponer
que el tiempo de exposicion a la enfermedad, el tratamiento, u otros factores,
es igual en ambos pacientes cuando se realiza el segundo balance.
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Los instantes en que se realizan los balances (t;,) se determinan con
respecto al instante de la aleatorizacion del individuo i calculando los dias
transcurridos hasta la fecha consignada en el balance de seguimiento k
(k= 2, .., g;)- Lafecha de aleatorizacion es fiable al ser recogida por el propio
secretariado del estudio. Sin embargo, es posible que se hayan deslizado
errores en la cumplimentacion de las fechas del balance que debia incluir el
dia, el mes y el affo. De hecho, se descubrié que en 80 balances faltaba el
dia de la fecha, que se imputé de forma determinista al dia 15. Para
intentar descubrir otros posibles errores, se comparé el orden de los balances
de cada paciente, basado en los valores t;,, con la numeracién correlativa que
de los mismos hacia el secretariado del estudio (k). Esta comparacion no
detecto errores importantes. Los valores t;, pueden ser muy elevados, por
lo que en el analisis de evolucion se cambia su unidad de medida a
meses de 30 dias. El ¢, , correspondiente al balance inicial se fijaen 0, lo
gue supone que en la representacion de estas variables sobre la escala del
tiempo de seguimiento asumimos que dicho balance inicial se efectia en
el instante de la aleatorizacién, aunque en realidad se ha producido antes de

la misma. Estas variables se describen con detalle en el Capitulo 5.

La calidad de los datos del estudio LLC-80 se pone de manifiesto
cuando observamos el escaso numero de datos faltantes correspondientes
a las variables utilizadas en este trabajo, independientemente de si se trata de

balances iniciales o de seguimiento.
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Il. METODOS DE ANALISIS DE ESTUDIOS LONGITUDINALES.

El caso mas simple de disefio balanceado con datos completos es la
investigacion del cambio en la variable respuesta Y, una vez transcurrido cierto
periodo de tiempo. En cada individuo disponemos del valor de la variable
(Y4, Y,), correspondiente a dos observaciones realizadas en los instantes t,
y t, fijados por disefio. Por lo tanto, podemos estudiar el efecto del tiempo

(Y, Y,) utilizando métodos de inferencia para datos apareados.

Cuando sobre cada individuo tenemos q observaciones de la variable
respuesta (Y,, Y,, .., Yq), en los instantes t,, t,,...,t,, podriamos estudiar el
efecto del tiempo entre cada par de instantes temporales planteando q(qg-1) /2
diferentes tests de hipotesis no independientes. Este planteamiento del analisis
es discutido, aun cuando se utilicen procedimientos de comparacion multiple
destinados a disminuir la probabilidad de rechazar erroneamente alguna de las
hipdtesis planteadas (Einot I. y Gabriel K.R. 1975; Gabriel 1978). En esta
situacion, el método mas utilizado es el analisis multivariante de varianza, ya
que, bajo ciertas suposiciones, permite el planteamiento de test de hipotesis
para contrastar la igualdad de las medias de la variable respuesta en las q
ocasiones. Sin embargo, no facilita el analisis de datos no-balanceados, ni

distingue el caracter continuo del tiempo (Bryandt y Gillings, 1985).

En el estudio de la evolucidén de una variable respuesta Y interesa la

relacion de dicha variable con el tiempo T, y se puede plantear que:
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Y-g(T, Xy Xy o Xy Z4(t), Z(t), - Z,(t), By Bgs -r By) + €

donde X,, X,, .., X,y Z,(t), Z,(t), .., Z.(t) son covariables fijas y tiempo
dependientes respectivamente, y B,, B4, .., B, representan un conjunto de
u+1 parametros desconocidos que relacionan las covariables y el tiempo con
la variable respuesta; € es una variable de media cero y dispersion no
especificada todavia. A la funcién g(.) se le denomina en general regresion,
y se considera que las estimaciones de los parametros -o funciones de los
mismos- son medidas del efecto correspondiente sobre la respuesta. En
general suele suponerse una forma determinada para g(.), lineal o no lineal;
cuando no se considera un modelo (paramétrico) predeterminado, se habla de
regresion no paramétrica (Muller 1988). La regresion es un planteamiento

flexible que puede utilizarse en el analisis de diferentes disefios.

La regresién no paramétrica permite el analisis de datos longitudinales
balanceados o no-balanceados, pero necesita un numero de observaciones
elevado y frecuente (Goldstein 1986a). Precisa, ademas, una capacidad de

calculo muy considerable.

La suposicion de un modelo paramétrico no exige un numero de
observaciones tan elevado y frecuente como la regresion no paramétrica. Sin
embargo, las trayectorias de la respuesta pueden ser en realidad muy
complicadas y precisar un modelo con un numero de parametros elevado.
Dicho modelo puede ser dificil de ajustar, sobre todo si disponemos de un

numero de observaciones reducido. Los datos del ensayo LLC-80 recogen un
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maximo de 13 observaciones realizadas sobre un mismo paciente a lo largo de
varios anos, por lo que trataremos de buscar un modelo paramétrico que, con

un numero reducido de parametros, produzca un ajuste razonable a los datos.

El empleo de modelos de regresion en el analisis de disefios
longitudinales se denomina analisis de curvas de crecimiento, a partir de los
trabajos de Wishart (1938) y Rao (1965,1975) para datos balanceados. EIl
analisis de datos no balanceados entrana importantes dificultades
tedricas y de calculo, y constituye un area de creciente investigacion e

interés.

La bibliografia sobre la aplicacion de diferentes modelos paramétricos
no lineales al estudio del crecimiento de un unico sujeto es abundante
(Goldstein 1979); sin embargo, cuando lo que se pretende es estudiar una
poblacion de individuos, los métodos descritos se circunscriben practicamente
a la regresion lineal (Laird y Ware 1982; Jennrich y Schluchter 1986; Diggle
1988; Muioz et al. 1992), encontrandose pocas excepciones (Berkey y Laird

1986).

A. Métodos para Datos Balanceados y Completos.

Existen dos aproximaciones clasicas para el analisis de disefios

balanceados: el analisis de varianza y el analisis de curvas de crecimiento.
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1. El Analisis de Varianza.

El analisis de varianza es quizas el método paramétrico mas utilizado
para analizar datos longitudinales balanceados y completos. En su aplicacion
se pueden distinguir dos modelos diferentes: el denominado modelo mixto de
analisis de varianza (ANOVA) y el analisis de varianza multivariante

(MANOVA).

El modelo mixto ANOVA puede considerarse un caso particular de
regresion, con todas las variables explicativas categoricas. En ese contexto, las
covariables son factores que identifican las clases a las que pertenecen los
individuos. Un factor se denomina aleatorio cuando sus clases corresponden
a un subconjunto seleccionado aleatoriamente entre los elementos de otro
conjunto mas amplio. Un factor es fijo si sus clases son las unicas
consideradas de interés. En general, los individuos se consideran clases de un
factor aleatorio debido a que habitualmente se seleccionan a partir de una
poblacidén potencial de sujetos. Otras caracteristicas como el tratamiento
pueden considerarse factores fijos o aleatorios, dependiendo de si el disefio
considera unicamente determinados tratamientos de interés, o si los
tratamientos se escogen de forma aleatoria entre el conjunto de tratamientos

posibles.

EI ANOVA mixto considera una unica variable respuesta a explicar v,
tratando el tiempo como un factor explicativo con q clases. Ademas, otras
caracteristicas como el tratamiento y la ocasion en que se realizan las

observaciones son factores fijos cruzados, mientras que los sujetos son
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tratados como factores aleatorios anidados ("nested" en la bibliografia

anglosajona) dentro de los grupos de tratamiento (Goldstein 1986; 1986a). Si
denominamos Y;;, a la respuesta en la ocasion k, del individuo i -incluido en
el grupo de tratamiento j- (i-1,..,n; j-1,.,r; k-1,..,q9), el modelo ANOVA

mixto puede escribirse:

Yii=Bo+ B+ B Bisy * B By €

con la condicion de que:

donde B,, B;, B, representan la media en la poblacién general, el efecto del
tratamiento j, y el efecto de la ocasion k, respectivamente; B,.(j)es el efecto
-aleatorio- correspondiente al individuo i -en el grupo de tratamiento j- y Bjk,
Bi(j)k representan respectivamente la interaccion del tratamiento j y del
individuo i (con tratamiento j) con la ocasion k. El error aleatorio ek ¥ los

efectos indexados por i pueden refundirse en una variable €

€= Bigjy * Bigin * €ij

La suposicion habitual de este modelo es que, para todo j, i(j), las variables
€ ;;x tienen una distribucion normal multivariante (NMV,) con vector de medias

cero y estructura o matriz de covarianza 2 de dimensiones gxq:
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1 p .. P
1 ..
Yy -o? P P ; (1)
gxgq : P
P p . 1]

Esto significa que X es idéntica para los diferentes individuos, cualquiera que
sea el grupo de tratamiento, e implica homogeneidad de la varianza (6?) en
dichos grupos y en cada ocasion. El parametro p es la correlacion de la
variable respuesta medida en dos ocasiones diferentes. Esta estructura de la
varianza no resulta ser muy real, debido a que supone correlaciones idénticas
e independientes del intervalo de tiempo transcurrido entre las observaciones,
cuando lo habitual es que la correlacidén sea tanto mayor cuanto menor es el
intervalo de tiempo transcurrido. Ademas, supone homogeneidad de la
varianza en el tiempo, lo que puede ser poco apropiado si los seguimientos son

largos.

Una extension del analisis lineal univariante que ha sido empleada para
datos balanceados y completos es el denominado analisis de perfiles o
analisis de varianza multivariante (MANOVA), que se escribe en notacion
matricial: Y-XB+¢€&, donde Y es una matriz de dimensiones n x q que
contiene las q observaciones de la variable respuesta en los n individuos de la
muestra, X es la matriz de disefio de dimensiones n x m que contiene
informacién sobre los factores que pueden afectar a la variable respuesta, y B
es una matriz (m x q) de parametros que corresponden al efecto de los factores

sobre las respuestas; € es una matriz aleatoria de dimensiones n x q. Este
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modelo supone una distribucién independiente y normal multivariante de vector

de medias 0 y covarianza Z para cada fila de €.

Los tests MANOVA toman en cuenta la distribucion conjunta de las q
variables dependientes a explicar que forman las columnas de Y. Las hipoétesis
de interés consideran que los efectos de ciertas filas en la matriz B son
iguales. Para efectuar estos test se construyen dos matrices H y E,
correspondientes al numerador y denominador de un test de la F (SAS/STAT
User’s Guide 1989). A partir de estas matrices se pueden calcular diferentes
estadisticos, uno de los mas conocidos es el denominado Lambda de Wilks
-determinante(E) / determinante (E+H)-. Este estadistico sigue una distribucion
que se aproxima a la F de Snedecor; cuando sélo nos interesa contrastar la
diferencia entre dos efectos, el estadistico sigue una distribucién F exacta (Rao
1973). Tablas para los valores criticos de este test se pueden encontrar en

Pillai (1960), y una comparacion con otros estadisticos en Seber (1984).

En general, los métodos de analisis de varianza son robustos, es decir,
se pueden aplicar si no existen graves violaciones de las suposiciones en las
que se basa el modelo. Una ventaja del analisis de perfiles (MANOVA) sobre
el ANOVA es que los test que emplea para contrastar los efectos
intraindividuales (v.g. el tiempo) son mas robustos cuando falta la
homogeneidad de la varianza en los diferentes grupos identificados en la matriz
de disefio (La Tour y Miniard 1983). Ambos consideran sin embargo, el

tiempo de forma discreta con g clases, y no distinguen el orden en que se

efectian las medidas.
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2. Analisis de Curvas de Crecimiento.

En 1938, Wishart fue el primero que al analizar datos longitudinales
considero el tiempo como una variable numeérica continua: su método describe
el ajuste de una curva polinébmica a cada individuo en el estudio y es llamado
en general analisis de curvas de crecimiento. Si denominamos Y al vector
-de dimensién q x 1- de respuestas del individuo en los diferentes instantes de
tiempo ¢, t,, .., t,, y suponemos que Y se ajusta a un modelo polindmico de

grado h predeterminado, el modelo de Wishart se escribe:

Y=ZB+8 , (2)

donde Z es una matriz de diseno de dimensiones g x (h+1), que tiene en

columnas potencias del tiempo hasta el grado h:

ot .t
tt ot

z-|2 7 2l . (3)
t, b .ty

El vector B, de dimensiones (h+1) x 1, contiene los parametros del modelo
individual de crecimiento. El vector aleatorio €, de dimensiones g x 1, se
supone con una distribucion normal g-dimensional (NMV,), con vector de

medias 0 y matriz de covarianza X.
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Rao (1965,1975) considera un modelo polinomial como el anterior para
la variable respuesta medida en un grupo de n individuos. Su modelo puede
describirse en dos fases o niveles. En la primera fase el modelo supone que la
respuesta se ajusta al mismo polinomio de grado h<g-1 en cada uno de los

individuos, y se escribe:

Y,-Zw,-¢, parai-1,. n (4)

donde Z es una matriz idéntica a (3) e igual para todos los individuos; la
distribucion del vector aleatorio &; condicionada a w; se supone NMV (0, )
e independiente de i. En el segundo nivel, el modelo de Rao supone que w;
es un vector aleatorio independiente de ¢;, de dimensiones (h+1) x 1, que
varia interindividualmente y se distribuye de forma NMV . 4y (0, A). Tanto A
como X son dos matrices de parametros caracteristicos de la poblacion o

grupo considerado.

Grizzle y Allen (1969) generalizan el modelo de Rao considerando m
grupos diferentes de individuos -v.g. grupos de tratamiento-. El modelo se

escribe:

Y-Z28§X.-g (5)

donde Y es una matriz de respuestas con dimensiones g x n; Z es la matriz
de disefio intraindividual que consideramos en (3); § es ahora una matriz de

parametros de dimensiones (h+1) x m; X, de dimensiones m x n, es la matriz
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de diseno interindividual que en el modelo original de Grizzle y Allen sdlo
incluia indicadores del grupo al que pertenece cada uno de los n individuos,
pero que segun comentan los mismos autores puede ser mas general e incluir
otro tipo de variables de interés. Cada una de las n columnas de la matriz &
sigue una distribucion normal g-variante (NMV,) con vector de medias 0 y
matriz de covarianzas X idéntica en todos los individuos. Los autores de este
modelo sefialan en su articulo dos posibles extensiones: considerar el caso en
que la respuesta de cada individuo se ajusta a un modelo no lineal en los
parametros, y permitir la exploraciéon de diferentes modelos para la

covarianza .

Todos los modelos resefiados hasta el momento son validos para el
analisis de disefios balanceados y datos completos en los que es posible
suponer igual estructura de correlaciéon o covarianza Z en todos y cada uno de
los individuos incluidos en el estudio. Sin embargo, cuando el disefio es no
balanceado, o existen datos faltantes, la dimension de %, cambia entre
individuos (i-1, 2, .., n), por lo que son necesarios otros métodos que
tomen en consideracion estas caracteristicas de los datos. Kleinbaum
(1973) describe un método para la estimacion de £ cuando existen algunos
datos faltantes y ligeros disbalances en los datos recogidos por estudios
longitudinales de diseiio puro, pero cuando el disbalance es mayor, como
sucede con los datos provenientes del ensayo LLC-80, son necesarios otros

métodos que permitan la modelizacion y estimacion de las diferentes Z;.
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B. Método para Datos No-balanceados: El Modelo Jerarquico.

El modelo denominado Jerarquico (Ware 1985; Goldstein 1986, 1986a;
Schluchter 1988), se caracteriza por permitir el tratamiento de datos
balanceados y no-balanceados, siendo el resultado de la generalizacion del
método de curvas de crecimiento, susceptible de ser utilizado en el analisis de
estudios longitudinales de disefio mixto. El modelo Jerarquico puede ser

descrito de diferentes formas, e incluye efectos fijos y aleatorios.

1. Descripcion del Modelo.

Jennrich y Schluchter (1986) describen el modelo considerando que la
variable respuesta en el individuo i es un vector Y;, de dimensiones q;x1, que

se ajusta al modelo lineal:

Yi-X;B-g (6)

donde X; es una matriz de disefio conocida q; x (m+1), que contiene las
covariables X, X,, .., X, responsables de los efectos fijos recogidos en el
vector B, constituido por m+1 parametros desconocidos. Se supone, ademas,

que el vector aleatorio €; (g;x 1) se ajusta al modelo lineal:

&-Zi b+ f; 7

donde Z; es una matriz conocida q;x (v+ 1), que incluye v covariables tiempo

dependientes, u otras funciones del tiempo en que se realizan las
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observaciones sobre el individuo i (Z,(t), Zx(t), .., Z(t)). El vector de
efectos aleatorios b; recoge el efecto intraindividual de las covariables tiempo

dependientes sobre la variable respuesta, y tiene una distribucion:

bi = NMV(O' A) ’ (8)

donde A es una matriz simétrica, no dependiente de i, de dimensiones
(v+1)x(v+1), f; es un vector aleatorio de dimensiones q,x 1, con distribucion
NMYV, (0, R;); la matriz de covarianzas R, tiene dimensiones q;x q; que
varian de un sujeto a otro, si el disefio o los datos no son balanceados.
El modelo jerarquico supone independencia entre los vectores b; y f;, lo
que significa que su covarianza es cero (cov(b;, f;)-0), siendo la varianza de

Y, :

i-

S.- VAR(Y;)- VAR(s,)- Z,AZ, - R,

La matriz A contiene [(v+1)?+(v+1)]/2 pardmetros caracteristicos de la
poblacién estudiada. La matriz R, contiene (q,.2+ q;)/2 parametros
relacionados con la distribucion de la respuesta realizadas sobre un mismo
individuo i a lo largo del tiempo. R; puede ser considerada como parte de una
matriz de covarianzas R, diagonal en bloques (cada bloque corresponde a un

individuo i), que contendria un niumero de parametros igual a:

1/2| Y (g7 +q,)| - (9)
i=1
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2. Estimacion de los Parametros.

La estimacion de los parametros incluidos en el modelo jerarquico puede
basarse en la teoria de minimos cuadrados, maxima verosimilitud o métodos
empiricos Bayesianos. Si conocemos los verdaderos valores de los parametros
incluidos en las matrices A y R, -para todo i-, la estimacion de los efectos fijos ( B)
se puede realizar suponiendo que las matrices inversas necesarias existen,

mediante el estimador generalizado de minimos cuadrados:
5 v 1 L 1
/ -~ _ / _
B-2 (XX X)"} X3y, (10)
i-1 i-1

que es el mejor estimador lineal insesgado, y ademas maximo verosimil. La
realizacién de los efectos aleatorios ( b ;) puede derivarse de una extension del
teorema de Gauss-Markov que cubre dichos efectos y fue obtenida por Harville

(1976;1977):

b-NZ/3" (y;-X,B) (11)

Las expresiones para los errores estandar de g y 5,. se pueden encontrar en

el articulo del mismo autor.

Cuando no conocemos A ni R, es necesario realizar una estimacion
de los parametros contenidos en ambas matrices y sustituir Z;‘ por su

estimacion £ ,11 en las expresiones (10) y (11), obteniendo una estimacién de
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los efectos fijos y realizaciones de los efectos aleatorios que esta
condicionada a la estimacion de las matrices de covarianza. Por el
momento, no se conoce ningun procedimiento para el ajuste de las
estimaciones de los efectos, que tome en consideracion la incertidumbre de
utilizar 2;1 en lugar de z;‘. Para los componentes de la varianza, se puede
utilizar el método de maxima verosimilitud (MV) o el de maxima verosimilitud
restringida (MVRE). Este ultimo método -MVRE- escoge los valores que hacen
méxima la funcién de verosimilitud de un conjunto de residuos &, - y; - X;B
de los modelos de minimos cuadrados, y hace que el estimador resultante sea
insesgado (Harville 1977; Dempster, Rubin, Tustsakawa 1981; Laird y Ware
1982; Jennrich y Schluchter 1986). El sistema exige un procedimiento iterativo,
que computacionalmente puede ser bastante largo y requerir abundante
memoria de ordenador. Tanto la duracidn como la memoria necesaria
aumentan a medida que se incrementa el tamafo muestral (n) y el numero de

columnas de las matrices Z; o X.

El numero de parametros que debe estimar el modelo jerarquico es
bastante elevado, debido fundamentalmente a que en los disefios mixtos o no-
balanceados cada individuo tiene una matriz R , de diferente dimensién. Los
modelos que implican la estimacion de una gran cantidad de parametros
precisan tamanos muestrales grandes, que son caros y dificiles de
conseguir en estudios longitudinales. Por esta razén, se suelen introducir
en el modelo restricciones y postulados que conlleven la estimacion de
un menor numero de parametros, pasando en general por una

reestructuracion y modelizacion de A y R ;. Jennrich y Schluchter (1986)
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ofrecen una recopilacion muy interesante y completa de los diferentes
algoritmos para la estimacién de los parametros del modelo jerarquico, cuando
suponemos distintas estructuras y modelos para la varianza de Y;. Una de las
estructuras mas sencillas y utilizadas en el analisis considera que:

R - 0%l .0 (12)

donde Iq’_xq’_ es la matriz identidad de orden g, Laird y Ware (1982)
denominan esta estructura como "independencia condicional", ya que
asume dicha independencia entre las observaciones realizadas sobre un
mismo individuo i, cuando condicionamos a los efectos aleatorios b,.. Por
supuesto, esta estructura tiene sus ventajas e inconvenientes, y su utilizacion

precisa de un cuidadoso analisis de residuos para comprobar si es aplicable en

cada caso.

3. Implementaciones del Modelo Jerarquico.

La primera implementacion del modelo jerarquico fue la realizada en el
paquete ML3 (Goldstein y McDonald 1988; Goldstein 1989; Proser, Rabash y
Goldstein 1990; Goldstein y Rabash 1992); mas recientes son las
implementaciones en el programa BMDP5V (Dixon y Meridian 1992) del
paquete estadistico BMDP (1992), o del procedimiento MIXED de la versién
6.07 del modulo STAT integrado en el paquete estadistico SAS para el sistema

operativo VMS (SAS Technical Report P-229 1992).
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La principal diferencia entre las implementaciones mas recientes (BMDP
y SAS) es que el procedimiento MIXED permite la modelizacién de la matriz A,
mientras que BMDP admite una modelizacién mas restringida, precisando un
esfuerzo adicional de programacion en FORTRAN por parte del usuario. Otra
diferencia estriba en que los test de hipotesis sobre los efectos fijos en el
procedimiento BMDPV5 se basan en la distribucién 2, y los del SAS en la
distribucion F de Snedecor. Ambos test son asintéticamente equivalentes. El
BMDP realiza una imputacion de los datos faltantes en la variable respuesta,
siempre y cuando sean conocidos los valores de todas las variables
explicativas. EI SAS excluye del analisis las observaciones que presenten

datos faltantes en la variable respuesta o en cualquier variable explicativa.

En nuestro analisis utilizaremos la implementacion de SAS debido a que
permite una modelizaciéon de A menos costosa. Ademas, la especificacion de
los modelos requiere un menor numero de instrucciones, permitiendo
incorporar los procedimientos necesarios mediante un lenguaje de

programacion.
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lll. PLANTEAMIENTO DE NUESTRO ANALISIS DE EVOLUCION.

El estudio del seguimiento real efectuado sobre los pacientes del ensayo
LLC-80, cuyos resultados se presentan en el capitulo 5, refleja una estructura
de datos no-balanceados para la que resulta apropiado el modelo jerarquico

como método de analisis de evolucion.

Efectuaremos un analisis de evolucion para cada una de las tres
variables respuesta (LOGNLYMP, HB y PLAQ) por separado, considerando las
variables explicativas de interés medidas en el balance inicial -edad, sexo
STADEN ...- y el tiempo de evolucién (T) medido en meses de 30 dias. La
utilizacion del modelo jerarquico implica modelizar la media y la varianza de la
variable respuesta. El modelo para la media depende de los efectos fijos y
aleatorios que se incluyan en el analisis, mientras que la modelizacion de la
varianza requiere ademas escoger la estructura de las matrices A y R;. La
estimacion de los parametros del modelo de covarianza se realizara empleando

el método de maxima verosimilitud restringida -MVRE- (Harville 1974).

A. Modelizacién de la Media de la Variable Respuesta.

Vamos a considerar que Y; es el vector de respuestas medidas sobre
el individuo i, en los diferentes instantes de la escala de seguimiento

tiq, tiy, .., t;, . Asumiremos que el balance inicial se realiza en el origen de

qi

la escala de seguimiento, es decir que t;,=0 para cualquier paciente i. Tras

explorar la relacion entre Y, y el tiempo, admitiremos que el modelo

intraindividual del andlisis es lineal de parametros b, -[a; b;]’,y se puede

i
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escribir:

Yilbi*=zibi*+fi-

En este modelo se consideran dos efectos intraindividuales: el término
independiente a, y la pendiente b, de la recta de evolucién de la variable

respuesta en el tiempo. La matriz Z; es la siguiente:

_1 0 -
1 t,

Zi = 1 tl3 ’
1 t,

y f; es un vector aleatorio que suponemos tiene distribucion NMV g, CON vector
de medias 0 y matriz de covarianzas R, cuya estructura especificaremos mas
adelante. Antes de decidir la estructura de Z; se realizaron estudios de la
linealidad de las respuestas en el tiempo, y de la necesidad de considerar un

polinomio de segundo orden.

Cuando no incluimos en el modelo ninguna otra variable, un segundo
paso considera que b; es un vector aleatorio, con distribucion NMV ,, de
media B y matriz de covarianzas A,,, -la estructura de A,,, se especifica
posteriormente-. Considerando que el vector b, - b; - B centra los efectos

intraindividuales en 0, el modelo Jerarquico puede escribirse:
Yi-Z,B-Z, b, f
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donde B-[a b] es un vector que contiene dos efectos fijos: media de los
términos independientes en los modelos intraindividuales (a) y media de las

pendientes de las rectas de evolucion (b) -efecto fijo del tiempo-.

Este modelo admite una generalizacidon que permite considerar grupos
con evolucion diferente (B;-[a;, b;l'). Si s; es un vector linea que caracteriza
al grupo j, de acuerdo a las variables explicativas medidas en el balance inicial

y al disefio considerado, y

para un individuo i, del grupo j, el modelo se escribe:

Y,.=Z,.SJ.5+Z,.b,.+f,. ,
donde & -[d,, 8,1 son los efectos fijos sobre la respuesta correspondientes

a las variables incluidas en s;. Estos parametros verifican: a=s; 8, y b=s; 6,

es decir

B,-S5.

B. Modelizacidon de la Varianza de la Variable Respuesta.

Una vez definida la matriz Z,, es necesario escoger la estructura de las
matrices A y R; con el fin de completar el modelo para la varianza de la

variable respuesta. En principio no supondremos ningun modelo particular para
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la matriz A, que contiene tres parametros correspondientes a las varianzas de
ayb, ysu covarianza:

02 O -cov(a, b)

N -
o -cov(a, b) O,f

Ademas, consideramos que la matriz A es diferente en cada grupo de
tratamiento. Si posteriormente no podemos rechazar la homogeneidad de A
segun el tratamiento, o la hipotesis de que algun parametro sea igual a cero,

consideraremos otros modelos mas simples.

El modelo para la matriz R, sera el especificado en (12):

2
Ri -0 Iqixqi !

que consta de un solo parametro (c %) -el componente de la varianza de la
variable respuesta considerado constante en el tiempo e igual para todos los
individuos-. Como en el caso de A, se contrasta la necesidad de estimar un c?
diferente en cada grupo de tratamiento. Otros modelos para R; requieren tal

cantidad de recursos de Hardware que resultan ser irrealizables en la practica.

C. El Contraste de Hipétesis.

Salvo en algunos disefios balanceados, los contrastes de hipotesis del
modelo jerarquico implementado en SAS se basan en aproximaciones a la
distribucion del test estadistico correspondiente. Nuestro analisis implica

la modelizacion de la covarianza y de la media de la variable respuesta. En
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consecuencia, podemos contrastar diferentes hipétesis sobre dicha

covarianza y los efectos incluidos en el modelo para la media.

1. Contraste de Hipétesis sobre la Covarianza.

Realizaremos dos test diferentes sobre los parametros del modelo de
covarianza para la variable respuesta. Por una parte, contrastaremos si cada
uno de los parametros incluidos en las matrices A y R; es igual a cero,
basandonos en la distribucion aproximadamente normal de las estimaciones
realizadas por el método de maxima verosimilitud restringida (MVRE). Por otra
parte, podemos contrastar dos modelos diferentes de covarianza para un
mismo conjunto de datos utilizando el test de la razén de verosimilitudes (TRV),
siempre y cuando uno de los modelos esté incluido en el otro. La razén de
verosimilitudes sigue una distribucion que se aproxima a una y?, con grados de
libertad igual a la diferencia en el numero de parametros de ambos modelos de
covarianza. El TRV nos facilita la comparacion de diferentes estructuras y

modelos para A y R;.

2. Contraste de los Efectos del Modelo para la Media.

Los contrastes de hipétesis de mayor interés en nuestro analisis son los
concernientes a los parametros correspondientes a efectos fijos incluidos en
el vector 3. El contraste mas simple es la igualdad entre dos componentes de
8, 0 §,. El estadistico utilizado se aproxima a una distribucion T de Student.

En general, las hipdtesis de interés a contrastar -H,- afirman que todos o parte
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de los efectos fijos incluidos en &, o §, son iguales entre si, frente a la

alternativa de que al menos hay dos efectos distintos.

En notacion matricial la hipdtesis H, se puede escribir:

Ho: L' 8 - 0

donde L es la matriz que define el contraste de interés entre los parametros
8,. 8, incluidos en el vector de efectos fijos §. Si H, es cierta, los efectos
incluidos en la hipotesis (H,) no aportan informacion para explicar la variable

respuesta.

Los denominados “tests parciales de la F” escogen la matriz L para
comparar el componente de la varianza de la variable respuesta explicada por
dos modelos alternativos: uno de los modelos contiene todos los efectos
contemplados en la hipotesis H,, mientras que el otro no contiene ninguno de
ellos. La comparacion se realiza mediante un test estadistico que se aproxima
a la distribucién F de Snedecor, con un numero de grados de libertad en el
numerador igual al rango de la matriz L. Los grados de libertad del
denominador deben ser, sin embargo, aproximados mediante diferentes

métodos.

Las aproximaciones basadas en el método de Satterthwaite (McLean
and Sanders 1988), para calcular el numero de grados de libertad de la
distribucion T o del denominador de la F de Snedecor, consumen gran cantidad
de tiempo y memoria del ordenador. La descripcién de los estadisticos y

formas en que se aproximan los grados de libertad de sus distribuciones se

106



pueden encontrar en SAS Technical Report P-229 (1992). Keumbee and

Chough (1994) realizan una evaluacion de diferentes aproximaciones.

En nuestro analisis estamos interesados, sobre todo, en los “tests de
paralelismo” de la pendiente de evolucion de la variable respuesta, que
contrastan la igualdad del efecto fijo del tiempo -pendiente- en diferentes
grupos de pacientes. Para lograrlo, construimos el vector s; de manera que
incluya los indicadores del grupo al que pertenece el paciente y contrastamos
la igualdad de las componentes de &, correspondientes. Aceptar dicha
igualdad equivale a asumir la homogeneidad de las pendientes de las rectas
de evolucién, mientras que su rechazo significa admitir que las pendientes de
las rectas de evolucion son diferentes en los distintos grupos de pacientes. En
este ultimo caso, diremos que la evolucién de la variable respuesta es
significativamente diferente en los distintos grupos, admitiendo entonces la
existencia de diferentes patrones de evolucién de la variable respuesta
en el tiempo, en los grupos definidos por las variables correspondientes

medidas en el balance inicial.

De forma similar, contrastamos la igualdad de los efectos fijos incluidos
en el vector &,, para conocer si los términos independientes de los modelos
intraindividuales son diferentes en los distintos grupos definidos por el conjunto

de indicadores en S;.
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IV. ESTRATEGIA DEL ANALISIS.

Para alcanzar los objetivos de nuestro trabajo debemos identificar los
diferentes patrones de evolucion de LOGNLYMP, HB y PLAQ en grupos

definidos por ciertas variables explicativas medidas en el balance inicial.

Existen hipotesis que resultan de interés a priori de cualquier
exploracién, como son la asociacion entre la evolucion de cualquiera de las
tres variables respuesta con las variables explicativas edad, sexo, estadio
prondstico (STADEN) y el tratamiento administrado a los pacientes (RAND).
Ademas, otras variables medidas en el instante inicial pueden estar
relacionadas con la evolucion posterior, por lo que una exploraciéon
adecuada de la situacién inicial resulta imprescindible. En concreto,
interesa estudiar el cambio experimentado en las variables respuesta durante
el seguimiento de los pacientes, en relacion con el valor de las mismas

respuestas en el balance inicial (Zerbe, Wu y Zuker, 1994).

Con el fin de identificar los patrones de evolucion, construiremos
diferentes modelos jerarquicos para cada respuesta, estimando los efectos que
distintas variables explicativas tienen sobre su pendiente de evolucion en el
tiempo. Tanto la estimacion de los efectos como el contraste de hipotesis

dependen de la muestra utilizada, por lo que un modelo construido a partir de

109



una muestra necesita ser validado -contrastado- con una muestra diferente.
Esta solucién sin embargo, resulta muy costosa y a veces impracticable con
estudios de seguimiento. La cuestiéon entonces es cOmo conseguir en un
solo estudio seleccionar un modelo de evoluciéon y al mismo tiempo
comprobar su validez. El método mas aceptado consiste en dividir la muestra
total del estudio en dos 0 mas submuestras, y comprobar que las estimaciones
de los efectos y resultados de los contrastes son similares en todas ellas
(Kleinbaum et al. 1988). Esta aproximacion al analisis presenta la ventaja
adicional de ser menos exigente con el “Hardware” necesario -memoria real-
para utilizar el modelo Jerarquico -implementado en SAS-. No existen normas
para fijar el tamafo de las submuestras, que depende de la potencia requerida
en los test de hipotesis que vamos a realizar y la precision que deseamos para

las estimaciones de los efectos.

Nosotros dividimos la muestra total de los pacientes incluidos en el
ensayo en dos submuestras que denominamos:

- Muestra de Exploracion (E),
- Muestra de Contraste (C).

Estas muestras se seleccionan a partir de los balances iniciales ordenados por
el numero de identificacion del paciente, mediante una funcion pseudo-aleatoria
que genera numeros entre 0 y 1 a partir de una distribucién uniforme. Cada
individuo de la muestra total tiene probabilidad 0'4 de ser incluido en la

submuestra E y 0'6 de ser incluido en la submuestra C.
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A. Anaélisis de la Muestra E: Construccidn de Hipétesis.

La finalidad del analisis de la muestra de exploracion es la
construccién de hipétesis razonables sobre la evolucion de cada variable
respuesta. Cualquier afirmacion sobre la relacion de la variable respuesta con
otras variables, o con valores de la misma en un momento determinado, es una
hipétesis que debera ser contrastada mediante un test apropiado. Resulta
evidente que el numero de hipétesis que podemos considerar es bastante
elevado por lo que conviene establecer un primer filtro que permita
fundamentar y precisar aquellas hipétesis susceptibles de ser
consideradas en un contraste posterior basado en la muestra C. La
exploracién permitira plantear un modelo de asociacion y concretar estas
hipétesis. El analisis exploratorio se realiza sobre la muestra E en dos fases,
que corresponden al analisis de las variables respuesta medidas en el balance

inicial y al estudio de su evolucion.

1. Analisis del Balance Inicial.

En el analisis del balance inicial se describen varias caracteristicas de
los pacientes al comienzo del seguimiento y las relaciones que presentan entre
ellas. En particular se estudia el sexo, la edad, NROAREAS, NLYMP, HB,
PLAQ, STADEN y tratamiento RAND. Este estudio tiene interés en si mismo,
ya que contribuye a comprender como se presenta la enfermedad en los
pacientes. Sin embargo, nuestro objetivo fundamental es el descubrimiento de

grupos de pacientes que puedan asociarse a diferentes patrones de evolucion.

111



La descripcidn de las caracteristicas de los pacientes se efectua
mediante tablas, diagramas de cajas e histogramas. La normalidad de la
distribucion de las variables respuesta se contrasta mediante el estadistico test
W de Shapiro y Wilk (1965), que es el mas potente y considerado como la
mejor opcion, cuando el origen de la desviacién a la normal es desconocido
(Seber 1984). Shapiro y Francia (1972) describen una version (W’) de dicho
test para muestras grandes.

La asociacion entre variables se estudia mediante modelos ANOVA
o MANOVA implementados mediante el procedimiento GLM de SAS. Los
modelos MANOVA se utilizan para analizar la explicacion simultanea de las
tres respuestas (LOGNLYMP, HB, PLAQ) en funcion del sexo, la edad y el
NROAREAS. Estos modelos facilitan la busqueda de una categorizacion de
edad y NROAREAS con significado global sobre las tres variables respuesta,
ademas del estudio de la correlacion parcial entre las mismas. La relaciéon
entre los factores se estudiara mediante modelos logisticos para datos
categoricos, implementados en el procedimiento CATMOD de SAS.

Todas las representaciones graficas (diagramas de cajas y dispersion)
se realizan utilizando el paquete estadistico SPSS (1993). En los diagramas de
cajas se senalan la mediana y los percentiles 25% y 75%. Las circunferencias
y asteriscos representan, respectivamente, valores que se separan mas de 1'5
y tres veces la longitud de la caja, a partir de los percentiles mencionados.

Los resultados del analisis del balance inicial se presentan en el
Capitulo 6. Las hipoétesis sobre la evoluciéon que se formulan a partir de

dichos resultados se exponen en el capitulo 8.
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2. Andlisis de la Evolucién en la Muestra de Exploracién.

En una segunda fase se estudia la evolucion de cada una de las
variables respuesta en funcién del tiempo, considerando como factores
explicativos todos aquellos que han demostrado su asociacion con la respuesta
en la primera fase o analisis del balance inicial. Entre ellas, se seleccionan los
factores que identifican diferentes patrones de evolucion utilizando
modelos jerarquicos (MJ) para la variable respuesta, segun lo que hemos
comentado previamente.

En primer lugar se investiga un modelo para la covarianza,
ensayando diferentes estructuras a partir del modelo que admite la posible
heterogeneidad de A y R; segun el tratamiento administrado a los pacientes.
Después, seleccionamos los factores que identifican diferentes patrones
de evolucion de la variable respuesta. El ajuste de los modelos se realiza
utilizando los procedimientos de estimacion y test de hipdtesis sefalados
anteriormente.

Una vez seleccionado el modelo de evolucion para la variable respuesta
considerada, estudiamos la normalidad y homocedasticidad de los residuos
(diferencia entre el valor observado y la prediccion de la respuesta) mediante
diferentes diagramas de dispersion. Para informar sobre el ajuste a la
distribucion normal construiremos un diagrama de normalidad -"Q-Q plot™- y
ofreceremos la correlacion entre los cuantiles de la muestra de residuos y los
correspondientes a la distribucion normal. A partir del cuadrado de dicha
correlaciéon y del tamano muestral, es posible realizar de forma sencilla una

aproximacion al test de ajuste de Shapiro-Francia (Royston 1993).
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El analisis de la evolucion se realiza sobre dos cohortes diferentes de
pacientes, los clasificados en estadios prondstico A y B al inicio del tratamiento;
el disefio del ensayo realiza la asignacion aleatoria del tratamiento en los
estratos definidos por el estadio. No estudiamos la evolucion de los pacientes
clasificados en estadio C, ya que solo disponemos de los datos de un escaso
numero de pacientes, que ademas tienen supervivencias cortas. En cualquier
caso, debido a la corta supervivencia, la importancia de la descripcion de

patrones de evolucion en el estadio C es relativamente menor.

Los resultados de este analisis se presentan en el Capitulo 7.

B. Analisis de la Muestra C: Contraste de Hipotesis.

El analisis de la muestra de contraste pretende confirmar las hipotesis
establecidas a partir del analisis del balance inicial y del estudio de la evolucion
en la muestra de exploracion. Los modelos de evolucion seleccionados
equivalen a hipotesis complejas sobre la evolucion de las variables respuesta.
Soélo consideraremos patrones de evolucion diferente cuando resulte
significativo el test de paralelismo -basado en la distribucion F-, tanto en

la muestra de exploracion como en la de contraste.

Los resultados de este analisis se presentan en el Capitulo 8.

114



Capitulo 5.

Descripcion del Seguimiento de los Pacientes en

Estudio.






En este capitulo describimos cuando se han realizado los balances de
los 968 pacientes incluidos en el ensayo LLC-80, con el fin de conocer la

estructura real de los datos y los disbalances existentes.

. EECHA EN QUE SE HA REALIZADO EL BALANCE INICIAL.

El origen de la escala temporal de seguimiento f, se corresponde con
la aleatorizacion. Logicamente el balance inicial debe haberse realizado en un
instante t, anterior a t,. Sin embargo, 46 balances iniciales tienen fecha
posterior: 34 entre 1 y 15 dias, y 12 mas de 20 dias después de la
aleatorizacion. Los centros participantes en el ensayo disponian de 15 dias
para remitir el formulario del balance inicial al secretariado del estudio, por lo
que hay que suponer que la fecha registrada en estos balances es la de
cumplimentacion del formulario y no la fecha en que se ha realizado la
observacion de las variables sobre el paciente. La distribucién del tiempo en
que se ha realizado el balance inicial, en relacibn con la fecha de

aleatorizacion, se resume en la Tabla 13.

117



Tabla 13. Fecha de los Balances Iniciales.

Fecha Porcentaje

En el mismo dia o uno antes de la 18'7%
Aleatorizacion

entre 2y 15 dias antes 33'0%

entre 16 y 30 dias antes 24'2%

entre 31 y 60 dias antes 14'2%

61 6 mas dias antes 5"1%

Después de la aleatorizacion * 4'8%

* Estos balances han tenido que realizarse necesariamente antes de la aleatorizacion,
aunque figure una fecha posterior.

En nuestro estudio consideraremos que la situacién descrita en el
balance inicial es la que corresponde a t, lo que equivale a identificar ¢, =t .
Esta identificacion no parece que pueda introducir errores importantes
en las conclusiones del estudio, teniendo en cuenta que mas del 76% de
los balances iniciales se realizaron dentro de los 30 dias anteriores a la
aleatorizacion; el porcentaje se incrementa hasta el 90%, cuando se extiende

el periodo a 60 dias.
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Il. EL TIEMPO DE SEGUIMIENTO Y EL NUMERO DE BALANCES.

A cada individuo i en el estudio le corresponde un tiempo de seguimiento
-vivo- durante el cual se han realizado un numero de balances q,. El tiempo de
seguimiento (TIMESEG) toma valores entre 14 y 2.560 dias, con mediana de
1.288. A un 25% de los pacientes se les ha seguido durante 931 dias 0 menos,
mientras que otro 25% de los pacientes fueron seguidos durante mas de 1.746:
un 50% de los pacientes fueron seguidos entre 3 y 5 aifos
aproximadamente. Debido a que el tiempo de seguimiento varia de unos
pacientes a otros, el numero total de balances practicados sobre cada uno de
ellos es una variable discreta, que toma en el estudio valores q;,, que varian
desde uno hasta trece; la distribucién de frecuencias se presenta en la Tabla

14.

Tabla 14. Distribucién de frecuencias del numero de balances (q;).

Frecuencia
g; Absoluta % % Acumulado.
1 56 5'8 5'8
2 95 9'8 15'6
3 91 9'4 25'0
4 140 14'5 39'5
5 133 13'7 53'2
6 104 10'7 63'9
7 113 117 75'6
8 91 9'4 85'0
9 57 5'0 90'9
10 37 3'8 94'7
11 32 3'3 98'0
12 14 1'4 99'5
13 5 0'5 100'0
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El 94'2% de los pacientes aporta informacién sobre su evolucién, habiéndose
realizado dos o mas balances sobre cada uno de ellos. En el 75% de los casos

el numero de balances recogidos esta entre tres y nueve.

A. Localizacion Temporal de los Balances de Seguimiento.

Los dias transcurridos desde la aleatorizacion de un paciente hasta cada
uno de sus balances de seguimiento k -numero de balance entre el dos y el

trece- son variables ( T, ) que se describen en la Tabla 15.

Tabla 15. Descripcion del Tiempo -dias- hasta que se realiza el balance k: T,.

K N Tk DE MIN P25% P50% P75% MAX “Q Rango

2 912 3047 1727 21 248 275 315 2075 67 2.054
3 817 516'4 1694 112 437 473 546 2191 109  2.079
4 726 720" 180'0 359 623 667 775 1938 1562  1.576
5 686 9175 2007 457 807 861 971 2.063 164  1.606
6 453 1.104'6  210'9 541 991 1.047 1179 2179 188  1.638
7 349 1.2971  218'8 703 1171 1239 1392 2412 218 1.709
8 236 1.492'1  205'6 744 1368 1439 1.605 2.154 238 1.410
9 145 1.671'8 1922 915 1554 1637 1.750 2335 196 1.420
10 88 1.852'9 157'5 1483 1.748 1837 1930 2.361 182 878
11 51 20122 146'5 1.709 1919 1995 2.081 2422 162 713
12 19 2.146" 136'7 1.889 2.071 2151 2221 2436 150 547
13 5 22470 12272 2071 2182 2274 2332 2376 150 305

N=numero de pacientes. Tk= Media. D.E.=desviacion estandar. P,,, percentil x%. MIN=minimo. MAX=maximo.
11Q=P;5-P,5. Rango=MAX-MIN.
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Las distribuciones de T, se representan en la Figura 3 mediante un diagrama
de cajas, que resalta la superposicion en el tiempo de la realizacion de los

diferentes balances de seguimiento.

Figura 3. Distribucion del Tiempo -dias- hasta que se realiza el balance k: T,.
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Las desviaciones estandar (D.E.), los intervalos intercuartilicos (11Q) de la
Tabla 15, junto a la representacion del diagrama de cajas (Figura 3) permiten
observar un aumento progresivo en la dispersion de T, para los balances de
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seguimiento entre el segundo y el séptimo u octavo; la dispersion disminuye en
los balances posteriores. EI aumento en la dispersion es debido
fundamentalmente a la tendencia a retrasar los balances respecto a la

fecha prevista inicialmente.

La informacién que aporta la Figura 3 se complementa con la Tabla 16,
en la que se presenta, para cada balance de seguimiento k, la distribucion de T,
en clases de seis meses -de 30 dias cada uno-. Aparte de la primera, las
clases estan centradas en los meses sefialados en el protocolo para realizar
los balances de seguimiento: 9, 15, 21,.... Esta tabla permite cuantificar la
tendencia a realizar los balances segun la pauta prevista y el elevado
porcentaje de balances que se retrasan respecto a la fecha sefialada en el

protocolo.

La distribucion marginal del tiempo de seguimiento (Tabla 16) nos da
idea de la cantidad de informacidn recogida en cada uno de los tramos de la
escala temporal. Como es légico, dicha informacion es mayor en los intervalos
mas préximos al origen de la escala, exceptuando los primeros seis meses en

que no estaba prevista ninguna revision.
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B. Intervalos de tiempo entre balances de seguimiento consecutivos.

El tiempo transcurrido entre balances de seguimiento consecutivos (k-1

y k) es variable (T, , =T, -T, ). En la Tabla 17 se exponen medidas de

localizacion y dispersion de T, ; , para diferentes valores de k.

Tabla 17. Descripcion del Tiempo -dias- transcurrido entre balances consecutivos: T, _; .

Intervalo
entre
Balances

k-1, k
2-3
34
4-5
5-6
6-7
7-8
89

9-10

10-11
11-12
12-13

N
817
726
586
453
349
236
145
88
51
19

Media

224'8
212'5
211'9
200'8
2031
197'3
198'0
1992
175"
1681
161'6

D.E. MIN
116'8 33
92'4 33
97'9 32
76'1 32
93'1 35
74'2 32
62'9 44
68'0 34
53'9 34
44'8 32
309 110

Pso
117
117
116
118

99
119
121
117

87

32
110

Pase
175
175
174
175
168
172
174
177
161
175
155

Pso%
191
189
186
185
182
182
185
187
182
182
179

P75%
238
229
219
205
210
203
204
203
196
195
182

Poso
420
368
371
364
386
356
341
342
232
203
182

MAX
1.332
982
1.206
894
957
659
448
541
367
20
182

N=numero de pacientes. D.E.=desviacion estandar. P,,, percentil X%. MIN=minimo. MAX=maximo. Rango=MAX-MIN.

La media de T, , , tiende a ser mayor al comienzo del seguimiento y disminuye

a medida que transcurre éste, manteniéndose la mediana en valores estables

entre 179 y 191 dias -aproximadamente 6 meses-. EI minimo (MIN) tiempo

trascurrido entre cada par de balances consecutivos es siempre algo superior

a los 30 dias. Seguramente, el adelantamiento de los balances tiene relacion
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con el desarrollo de complicaciones y malestar del paciente, que precipitan la
siguiente revision con el médico antes de que se cumpla el plazo fijado para la

misma.

C. Balances de Seguimiento Excluidos del Andlisis.

Como se ha mencionado en el capitulo 3, no incluiremos en nuestro
analisis de evolucién un total de 831 balances de seguimiento, debido a que se
realizaron después de haber cambiado el tratamiento asignado aleatoriamente.
Los cambios de tratamiento se asocian con cambios de estadio prondstico,
empeoramiento o complicacién de la enfermedad y nuestro objetivo es

evaluar la evolucion con el tratamiento inicialmente asignado al paciente.

125



126



Capitulo 6.

Analisis del Balance Inicial en la Muestra de

Exploracion.
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|. DESCRIPCION DE VARIABLES Y ASOCIACIONES DE INTERES.

A. El Sexo y la Edad.

La muestra de exploracién se compone de 357 pacientes, de los cuales

223 son hombres (62'82%) y 132 mujeres (2 datos faltantes). La edad de los

pacientes toma valores entre 29 y 87 afos, encontrandose un 50% de las

personas en el intervalo de 59 a 73, con mediana 67 afios. La media de la

edad es 65'2 afos (error estandar 0'52). El test de Shapiro y Wilk (1965)

rechaza la hipotesis de normalidad de la distribucion de la edad expuesta en

la Tabla 18.

Tabla 18. Distribucidén de la Edad en la Muestra de Exploracion.

Edad (Afos)

<45
[45-50]
[50-55]
[55-60]
[60-65]
[65-70]
[70-75]
[75-80]

>=80

Datos Faltantes

N

10
18
27
36
65
56
78
51
10

6

Porcentaje Porcentaje

2'8
5"
77
10'3
18'5
16'0
22'2
14'5
2'8

Acumulado

2'8

80

15'7

25'9

44'4

60'4

82'6

97'2
100'0

Cinco Numeros
Resumen

Minimo

Percentil 25%

Mediana
Percentil 75%

Maximo

29

59

67
73

87

Se ha utilizado una categorizacion de la edad con intervalos de 5 anos de

amplitud que permite, mediante una agrupacién mayor, su comparacion con la

categorizacion empleada por otros autores (Chevret 1989). La media de la
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edad entre los hombres (64'7) es algo inferior a la de las mujeres (65'9), pero
la diferencia no resulta significativa (p=0'228); tampoco se rechaza la hipétesis

de igualdad de varianzas (p=0'3408).

B. La Afectaciéon Ganglionar, Hepatica y Esplénica.

Un 37% de los pacientes en la muestra de exploracion no presentaba
afectacion ganglionar -adenomegalias cervicales, axilares o inguinales-, ni
hepatomegalia, ni esplenomegalia. Otro 37% presentaba afectacion ganglionar
sin espleno ni hepatomegalia. La esplenomegalia con afectacion ganglionar
pero sin afectacion del higado constituye el 15%, mientras que la afectacién
generalizada -ganglionar, esplénica y hepatica- se presenta en el 6% de los
pacientes. El resto de combinaciones se presentan con una frecuencia mucho

mas baja.

La afectacion ganglionar consistente en la presentacion de
adenomegalias cervicales, axilares o inguinales se encuentra en el 59% de los
pacientes. Entre éstos, la zona mas frecuentemente afectada es la axilar
(81'8%), seguida de la cervical (73'7%) e inguinal (54'4%). La combinacion mas
frecuente es la afectacién cervical, axilar e inguinal conjunta (44%), seguida de

la afectacion axilar exclusiva (18%) y de la afectacion cervical y axilar
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simultanea (15%). La afectacion cervical exclusiva es poco frecuente (7%) y las
otras combinaciones posibles lo son aiin menos. Los test de independencia (y°)
entre la afectacion cervical, axilar e inguinal, tomadas dos a dos, son todos

significativos (p<0'001).

La esplenomegalia se presenta en el 24'2% y la hepatomegalia en un
9'4% del total de pacientes en la muestra de exploracién. Cuando se presenta
esplenomegalia es muy probable (88%) que exista afectacion ganglionar
simultanea; por el contrario, si un sujeto presenta esplenomegalia, ésta se
acompanfa de hepatomegalia sélo en el 25% de los casos. El 2'8% de los
individuos presentaban esplenomegalia aislada; la hepatomegalia se presenta
de forma exclusiva solo en el 1'4% de los pacientes. La esplenomegalia resulta
asociada positivamente con la hepatomegalia y con la afectacion de alguna

region ganglionar (p<0'001).

En la Tabla 19 se presenta la distribucién de la afectacion ganglionar
-cervical, axilar e inguinal-, hepatica y esplénica en la muestra de exploracion,
segun el sexo y segun el estadio prondstico de los pacientes. Como resumen
de dicha afectacion, incluimos también la distribucion del numero total de areas

afectadas (NROAREAS) segun las mismas variables.
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Tabla 19. Distribucién de la afectacién Ganglionar, Esplénica, Hepatica y del Nimero total de Areas afectadas
(NROAREAS) segun Sexo, segun Estadio Prondstico (Binet et al. 1981), y en el Total de la Muestra de Exploracion.

| Sexo | Estadio Pronéstico |
| | |
| Hombre Mujer | A B c | Total
I | l
Adenomegalias | | * |
Cervicales | | |
Datos Faltantes| | |
No | 54'71% 58'33% | 79'25% 2'17% 29'17% |56'02%
Si | 45'29% 41'67% | 20'75% 97'83% 70'83% |43198%
I | l
Adenomegalias | * *
Axilares | | |
Datos Faltantes| | |
No | 43'95% 62'12% | 72'61% 2'17% 20'83% |50'98%
si | 56'05% 37'88% | 27'39% 97'83% 79'17% |49102%
I | l
Adenomegalias | * | * |
Inguinales | | |
Datos Faltantes| | |
No | 62'33% 75'00% | 92'12% 11'96% 29'17% |67'23%
si | 37'67 25'00% | 7'88% 88'04% 70'83% |32177%
I | l
Esplenomegalia | | * |
Datos Faltantes| | |
No | 72'52% 81'06% | 93'33% 42'39% 29'17% | 75'84%
Si | 27'48% 18'94% | 6'67% 57'61% 70'83% [24716%
I I I
Hepatomegalia | | * |
Datos Faltantes| | |
No | 89'55% 92'31% | 97'08% 78'41% 70'83% |90'63%
Si | 10'45% 7'69% | 2'92% 21'59% 29'17% | 9'38%
I | l
Numero de Areas * x|
Afectadas | | |
Datos Faltantes| | |
0 | 30'04% 46'21% | 52'70% 8'33% |36'24%
1 | 22'87% 15'91% | 29'46% 8'33% |20'51%
2 | 12'11% 13'64% | 17'43% 12'50% |12'64%
3 | 14'80% 12'88% | 48'91% 16'67% |13'76%
4 | 15'70% 7'58% | 40'22% 33'33% 127643
5 | 2'82% 1'41% | 10'87% 20'84% | 41212
| |
I I

Test de la y? significativo (a=0'05).
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El test de la x? para contrastar la independencia del sexo respecto a la
afectacion ganglionar resulté significativo para las adenomegalias axilares
(p=0'001) e inguinales (p=0'014), pero no para las cervicales (p=0'506). Al nivel
de significacion 0'05 no se rechaza la independencia entre el sexo y la
presencia de esplenomegalia (p=0'070) o hepatomegalia (p=0'393). En todos
las localizaciones se observoé mayor porcentaje de afectacion en los hombres.
Los contrastes de independencia entre cualquier tipo de afectacion y el estadio

prondstico son siempre significativos (p<0'001).

El numero total de areas afectadas (NROAREAS) se utiliza en la
clasificacion pronédstico de los pacientes (STADEN), por lo que no resulta
extrafia la asociacion entre ambas variables. El 36% de los pacientes no
presentan afectacion de ningun area (NROAREAS=0), mientras que un 30'8%
tiene afectadas tres areas o mas (Tabla 19). Cuando se tienen afectadas 1, 2
6 3 areas, lo mas frecuente (aproximadamente 80% en cada caso) es la
existencia de adenomegalias de cualquier localizacion -cervical, axilar o
inguinal-. Cuando el numero de areas afectadas es 4, lo mas frecuente (80%)
es que estén afectadas las tres zonas ganglionares y ademas exista
esplenomegalia. Se rechaza la independencia (p=0'026) entre el numero de
areas afectadas y el sexo de los pacientes: los hombres tienen areas afectadas
con mayor frecuencia, en particular 1 area exclusivamente y 4 o mas (Tabla

19).
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C. Estadio Pronéstico (STADEN) y Tratamiento Asignado (RAND).

Los datos de las variables HB y PLAQ permitieron clasificar el 6'7% de
los pacientes en el estadio prondstico C de Binet et al. (1981).
Aproximadamente la mitad de ellos (52%) presentaban valores de HB por
debajo de 100 gr/l y un numero de plaquetas (PLAQ) por debajo de 100 x
10%litro. La inclusién en C por presentar una alteracion exclusiva de HB (35%)
o PLAQ (13%) -valores inferiores a los mencionados- es menos frecuente. De
los pacientes que presentaban valores de HB y PLAQ por encima de dichos
limites, el 27'6% fueron clasificados en el estadio B debido a que presentaban
tres 0 mas areas afectadas (NROAREAS>=3), mientras que el resto (67'5%)

lo fueron en el estadio A.

Se asigno tratamiento con clorambucil al 45'4% de los individuos en la
muestra E (46% de los pacientes en estadio A y 55'4% de los pacientes en
estadio B), COP al 15'1% (54'2% de los pacientes del estadio C) y CHOP al

3'1%. La Figura 4 presenta la distribucion del estadio y tratamiento asignado.

Figura 4. Distribucion del Estadio (STADEN) y del Tratamiento Asignado (RAND).
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D. Numero de Linfocitos en Sangre Periférica (NLYMP).

El nimero de linfocitos por litro de sangre se expresa en unidades de
10° y se designa por NLYMP. El valor de esta variable se recogié en 356
pacientes de la muestra de exploracion: la media es 35'52 -error
estandar=2'57- y la desviacion estandar 48'50. La distribucién de NLYMP
resulta ser muy asimétrica como puede apreciarse en la Figura 5, existiendo

una diferencia de 16'75 entre la media y la mediana.

Figura 5. Histograma del Numero de Linfocitos en Sangre / litro / 10°.
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Nuamero de Linfocitos (NLYMP)

Un 50% de los pacientes presentan valores de NLYMP entre 10'98 y
35'00, que son los percentiles 25% y 75% respectivamente. Solo el 10% de los
pacientes superan el valor de 80'78; cuando esto ocurre, los valores

observados son muy elevados y repercuten en la enorme variabilidad que tiene

135



NLYMP, con un coeficiente de variacion muy alto (137'55). Su transformacion
logaritmica (LOGNLYMP) presenta un coeficiente de variacion mucho mas bajo
(29'63) y una distribucion menos asimétrica que se aproxima mejor a la
distribucion normal, como puede apreciarse en la Figura 6 y en el diagrama de

normalidad (Q-Q Plot) de la Figura 7.

Figura 6. Histograma de LOGNLYMP y Curva Normal con la misma Media y Varianza.
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Logaritmo del Niimero de Linfocitos (LOGNLYMP)

La distribucion de LOGNLYMP (Figura 6) tiene dos o tres modas que podrian
corresponder a subpoblaciones diferentes segun el nivel del numero de
linfocitos. Es importante destacar al grupo de pacientes con valores de NLYMP
superiores a 80 -logaritmo de 80=4'38-, debido a que tanto el histograma de la
Figura 6 como el diagrama de la Figura 7 los sefialan como responsables de
la asimetria y de la falta de ajuste a la distribucion normal segun el test de

Shapiro y Wilk (p<0'0001).
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Figura 7. Diagrama de Normalidad de la Distribucion de LOGNLYMP.
Normal Q-Q Plot de LOGNLYMP

Cuantil Esperado en la Distribuciéon Normal

0 1 2 3 4 5 6

Valor Observado de LOGNLYMP

En la Tabla 20 se presenta la distribucion de frecuencias del numero de
linfocitos segun el sexo y segun el estadio prondstico de los pacientes; la
categorizacién de NLYMP se ha escogido de forma que se puedan distinguir
los valores de linfocitos empleados en la clasificacion de Rai et al. (1975) y que
los intervalos sean al mismo tiempo compatibles con las categorizaciones
empleadas por otros autores (Chevret 1989). Caracteristicas numéricas de
estas distribuciones pueden verse en la Tabla 21 y representaciones graficas
en las Figuras 8 y 10. La Tabla 21 presenta también caracteristicas de la
distribucién de NLYMP segun la edad y el numero de areas afectadas; en las

Figuras 9 y 11 pueden verse las representaciones graficas correspondientes.
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Tabla 20. Distribucion de NLYMP segun Sexo, segun Estadio Prondstico y Total.

Sexo Estadio Prondstico
Hombres  Mujeres Total
% % N % N % N % N %

Linfocitos
<10 14'3 28'2 | 59 24'6 9 98 2 83| 70 19'7
[10-15] 17'9 18'3 | 53 221 10 109 2 83| 65 18'3
[15-20[ 16'1 13'0 | 43 17'9 6 65 4 16'7( 53 14'9
[20-30[ 18'4 13'7 | 36 15'0 21 22'8 2 83| 59 16'6
[30-40[ 9'0 76|18 75 12 130 0 00| 30 8'4
[40-50[ 5'8 3110 42 7 76 0 oo| 17 4'8
[50-60[ 2'7 38| 9 3'8 (O 1 421 1 3"
[60-70[ 1'3 38| 4 17 4 43 0 0'0 8 22
[70-80[ 1'3 3| 3 1'3 3 33 1 42 7 2'0
[80-90[ 0'4 oo 1 0'4 0 00 0 0'0 1 0'3
[90-100[ 0'9 08| 1 0'4 (O 1 42 3 0'8
>=100 11'7 46| 3 13 18 196 11 458 32 9'0
Total 100'0  100'0 { 240 100'0 92 1000 24 100'0| 356 100'0

En la Tabla 20 destaca la diferencia en el porcentaje de hombres y

mujeres con valores de NLYMP menores de 10 e iguales o superiores a 100:

el porcentaje de mujeres con valores de NLYMP menores de 10 es mayor,

mientras que el porcentaje de hombres con valores mayores de 100 es

superior al de mujeres. Las diferencias en los porcentajes de otras clases de

NLYMP no son tan grandes. La distribucion de NLYMP segun el estadio

prondstico (Tabla 20) pone de manifiesto importantes diferencias. El porcentaje

de pacientes con NLYMP<40 disminuye considerablemente de la clase A a la

C, a la vez que aumenta el porcentaje de pacientes con NLYMP>80. Los

resultados se resumen en la Tabla 22.
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Tabla 21. Medidas de Localizacion y Dispersion de NLYMP segun el Sexo, la Edad, el
Estadio Prondstico y el Numero de Areas afectadas (NROAREAS).

N
Sexo
Hombres 223
Mujeres 131
Edad (afos)
<45 10
[45-50[ 18
[50-55[ 27
[55-60[ 36
[60-65[ 65
[65-70[ 56
[70-75] 78
[75-80[ 50
>=80 10
Estadio
A 240
B 92
C 24
NROAREAS
0 129
1 73
2 44
3 49
4 45
5 15

Media

40'968
27'434

56'634
23177
56'385
34'640
33'504
35'5634
31'385
33'402
22'797

22'340
55117
96'651

23171
24'362
26'483
52'398
65'512
84'923

Std

55'965
29477

100'307
16'355
56'790
55'790
36'190
52'755
46'808
38'036
15'638

21'5607
61'568
93'824

32'167
20'381
34'314
65'962
63'347
85'711

Numero de Linfocitos (NLYMP)

Desviacion

ErrStddela  Percentil
Media 25%,
3'748 12'284
2'575 9'500
31720 20'493
3'855 12'400
10'929 18'000
9'298 9'630
4'489 11'000
7'050 10'075
5'300 10'000
5'379 10'837
4'913 14'100
1'388 10'000
6'419 18'264
19'152 16'050
2'832 10'108
2'385 9'639
5173 9'794
9'423 17'250
9'443 18'300
22131 28'900

Mediana

20'303
16'678

24'374
17'322
31'800
15'639
19'360
18'848
16'520
18'969
17'638

15'772
30'100
85'450

15'870
16'560
15'967
28'140
32'016
53'760

Percentil

75%

39'384
32'508

45'000
30'600
105'840
30'808
41'258
36'791
28'900
33'282
21100

24'808
63'807
141'250

22'400
35'000
24'731
51'840
114'454
142'500

Tabla 22. Distribucion de NLYMP condicionada al Estadio (STADEN).

Numero de Linfocitos (NLYMP)
Estadio <40 [40-80[ >=80
A 87'1% 10'8% 2'1%
B 63'0% 16'3% 20'7%
C 41'6% 8'4% 50'0%
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La asociacion del numero de linfocitos (NLYMP) con cada una de las
variables sexo, edad, estadio prondstico y numero de areas se ha estudiado
mediante andlisis de varianza de un factor, utilizando LOGNLYMP como
variable a explicar ya que presenta una distribucién mas simétrica. Para la
edad, la categorizacion utilizada es la que figura en la Tabla 21, en la que se
presentan medidas de localizacién y dispersion de NLYMP en las clases
definidas por las variables mencionadas. Muy recientemente se han descrito
métodos de comparacion de medias en presencia de heterocedasticidad, que
podrian utilizarse en algunos contrastes realizados mas adelante en este

apartado (Weerahandi 1995).

1. Efecto del Sexo.

La varianza de NLYMP en los hombres es significativamente diferente
a la de las mujeres (p=0'0001). La diferencia de media en ambos sexos resulta
significativa, considerando varianzas distintas (p=0'0107). Para la variable
LOGNLYMP, el test que contrasta la igualdad de varianza en hombres y
mujeres no es significativo (p=0'3013) pero la diferencia entre las medias sigue
siendo significativa (p=0'0054), estimandose por el intervalo (0'26 a 0'30) con
un nivel de confianza del 95%. Las diferencias observadas se deben
esencialmente al hecho de que existe un mayor numero de hombres que
presentan valores extremos de NLYMP (mayores de 80), como se puede

comprobar en la Figura 8.
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Figura 8. Diagrama de cajas de la distribucion de NLYMP segun el sexo.
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2. Efecto de la Edad.

El diagrama de la Figura 9 pone de manifiesto pocas diferencias en la
distribucion de NLYMP segun las clases de edad, exceptuando el grupo de

[50-55[ anos.

Figura 9. Diagrama de cajas de la Distribucion de NLYMP segun la edad.
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Basandonos en el modelo de analisis de varianza de LOGNLYMP
contrastamos la igualdad de los efectos de clases consecutivas, con el fin de
descubrir grupos de pacientes con distribuciones diferentes. Tan sodlo
resultaron significativamente diferentes los efectos de tener una edad menor
de 55 afos y de estar incluido en clases por encima de dicha edad (p=0'0228),
con media de LOGNLYMP mas baja en el ultimo caso. Las varianzas en esos
dos grupos pueden considerarse iguales (p=0'5742). El contraste de la igualdad
del efecto de tener una edad menor de 50 afios y comprendida en el intervalo

[50-55[ no resulta significativo (a=0'05).

Tabla 23. Estimacion y Contraste de los Efectos de Edad en LOGNLYMP.

Error Std
de la T para H,:

Parametro Estimacion  Estimacion  Parametro=0 Prob >|T|
INTERCEPT 3'2693 0'2834 11'53 3'E-26
EDAD >=80 -0'2952 0'4008 -0'74 0'4619

[75-80[ -0'1976 0'3104 -0'64 0'5249
[70-75] -0'3352 0'3010 -1"11 02662
[65-70[ -0'2345 0'3077 -0'76 0'4464
[60-65[ -0'1676 0'3044 -0'55 0'5823
[55-60[ -0'2808 0'3203 -0'88 0'3814
[50-55] 0'3196 0'3318 0'96 0'3361
[45-50] -0'3169 0'3535 -0'90 0'3706
<45 0'0000 ' ' '
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3. Efecto del Estadio Prondstico.

El diagrama de la Figura 10 expone las diferencias de la distribucion de

NLYMP en cada estadio prondstico.

Figura 10. Diagrama de cajas de la distribucién de NLYMP segin STADEN.
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La importante variabilidad observada en el estadio C es debida al elevado
porcentaje de casos con valores de NLYMP>=80 y con valores menores de 40
(Tabla 20 y Tabla 22). En el analisis de varianza de LOGNLYMP con STADEN
como unico factor explicativo el estadio prondstico explica un 17% de la
variabilidad de LOGNLYMP. El test de Levene (1960) rechaza la igualdad de
la varianza de LOGNLYMP en los diferentes estadios prondstico (p=0'0002),
por lo que el modelo no resulta apropiado para el contraste de hipétesis sobre
la igualdad de medias. En la Tabla 24 se presentan las estimaciones de los
efectos del modelo y sus errores estandar, se incluyen también los resultados
de los contrastes de igualdad entre cada efecto y el de la clase de referencia

-clase A en este caso-, aunque estan realizados bajo la hipétesis (no
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aceptable) de igualdad de varianzas. Recientemente Weerahandi (1995) ha
propuesto un método que tiene en cuenta este problema; otra alternativa seria
la utilizacion de métodos no paramétricos (Conover 1980). No obstante desde

el punto de vista de la exploracion, el analisis realizado se considera suficiente.

Tabla 24. Estimacion y Contraste de los efectos de STADEN en LOGNLYMP.

Error Std
dela T para Hy:

Parametro Estimacion Estimacion Parametro=0  Prob >|T|
INTERCEPT 2'8278 0'0538 52'55 0'E+00
STADEN C 11035 01784 6'18 2'E-09

B 0'6969 0'1022 6'82 4'E-11
A 0'0000 ' ' !

Las diferencias en la distribucion del numero de linfocitos segun el
estadio prondstico son evidentes a partir de la Tabla 22, para la cual, el
contraste de independencia realizado -test exacto de Fisher- es significativo

(p<0'0001).

4. Efecto del Numero de Areas Afectadas.

El diagrama de la Figura 11 permite observar diferencias en la
distribucion de NLYMP segun el numero de areas afectadas (NROAREAS). Es
posible observar un aumento en el numero de linfocitos de los pacientes que
presentan tres o mas areas afectadas. En el analisis de varianza de
LOGNLYMP con NROAREAS como unico factor explicativo, el numero de

areas afectadas explica un 15'5% de la variabilidad total. El test de Levene
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rechaza la igualdad de varianzas (p<0'0001) en las poblaciones con diferente
numero de areas afectadas. En la Tabla 25 presentamos las estimaciones de
los efectos y contrastes de igualdad de cada efecto con el de la clase de
referencia -NROAREAS=0-, aunque la hipotesis de homogeneidad de

varianzas no resulta aceptable.

Figura 11. Diagrama de cajas de NLYMP segun el Nimero de Areas (NROAREAS).
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Tabla 25. Estimacion y Contraste de los efectos de NROAREAS en LOGNLYMP.

Error Std T para H,: Prob >|T|
. . . dela Parametro=0
Parametro Estimacion . .,
Estimacion
INTERCEPT 2'8202 0'0745 37'85 0'E+00
NROAREAS 5 11603 0'2308 5'03 8'E-07
4 0'8247 0'1465 5'63 4'E-08
3 0'6223 01420 4'38 2'E-05
2 0'0498 01477 0'34 0'7362
1 0'0755 0'1239 0'61 0'5426
0 0'0000 ' ' '
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E. Concentracién de Hemoglobina en Sangre Periférica (HB).

La concentracion de hemoglobina en sangre (HB) se recogioé en 356
pacientes de la muestra de exploracion. La media es 135'38 -error
estandar=1'04- y la desviacién estandar 19'70 gr / litro. La comparacion entre
la media y la mediana (137'5) pone de manifiesto cierta asimetria izquierda de

la distribucidn, que se puede apreciar en el histograma de la Figura 12.

Figura 12. Histograma de HB y curva Normal con la misma Media y Varianza.
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El test de Shapiro y Wilk (1965) rechaza la hipotesis de normalidad de la
distribucion de HB (p<0'0001). El diagrama de normalidad (Q-Q Plot) -Figura
13- permite observar que la muestra se separa de la distribucion normal
esperada, practicamente por debajo de 100 y por encima de 160 que

corresponden a los percentiles 5 y 95%. El ajuste mejora si excluimos a los

146



pacientes que presentan estos valores extremos. El 50% de los pacientes
presentan concentraciones de hemoglobina entre 126 y 149 que son los

percentiles 25% y 75% respectivamente.

Figura 13. Diagrama de Normalidad de la Distribucién de HB (gr / litro).
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En |la Tabla 26 se presenta la distribucién de frecuencias de la variable
HB segun el sexo y segun el estadio prondstico de los pacientes. La
categorizacion de HB se ha realizado de manera compatible con los valores de
referencia “normales” (media = 2 desviaciones estandar), publicados
periodicamente por el New England Journal of Medicine (An6énimo 1986), y
otros limites utilizados en las diferentes clasificaciones prondstico para la LLC.
Es posible apreciar diferencias en la distribucion de HB tanto por sexo como
por estadio prondstico. El maximo de frecuencia entre los hombres se observa

en la clase de concentracion de hemoglobina en el intervalo [140 - 150],
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mientras en las mujeres la frecuencia mas alta esta en el intervalo [130 - 140].
Las diferencias por estadio prondstico son obvias, debido a que una
concentracion de hemoglobina por debajo de 100 es criterio suficiente para
clasificar a los pacientes en el estadio C. El maximo de frecuencia para los
estadios A y B se encuentra en el intervalo [130 - 140[, pero es mayor la

frecuencia de pacientes en estadio B con valores de HB inferiores a 130.

Tabla 26. Distribucion de HB seguin Sexo, segun Estadio Prondstico y Total.

Sexo Estadio Prondstico
Hombres  Mujeres A B C Total
% % % % % N %
Hemoglobina (gr/litro)
<100 5'4 2'3 0'0 0'0 65'2 15 4'2
[100-110[ 4'9 5'3 2'5 12'0 4'3 18 5"
[110-120[ 5'4 92 3'3 152 87 24 6'7
[120-130[ 9'9 252 14'9 18'5 8'7 55 154
[130-140[ 15'7 35" 26'1 19'6 4'3 82 230
[140-150[ 24'7 14'5 24'9 15'2 0'0 74 20'8
[150-160[ 23'8 7'6 212 12'0 8'7 64 180
>=160 10'3 0'8 71 7'6 0'0 24 6'7
Total 1000 100'0 | 100'0 100’0 1000 356 1000

En la Tabla 27 se presentan algunas medidas de localizacién y
dispersion de la distribucién de HB segun el sexo, la edad, el estadio prondstico
y el numero de areas afectadas. Representaciones graficas pueden verse en
las Figuras 14 a 19. En cada caso se ha realizado un analisis de varianza para
contrastar la homogeneidad de los efectos de estas variables en la distribucion

de HB.
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Tabla 27. Medidas de Localizacion y dispersiéon de HB segun el Sexo, la Edad, el Estadio

Prondstico y el NUmero de Areas afectadas (NROAREAS).

N

Sexo
Hombres 223
Mujeres 131

Edad (afos)

<45 10
[45-50[ 18
[50-55[ 27
[65-60[ 35
[60-65[ 65
[65-70[ 56
[70-75] 78
[75-80[ 51

>=80 10
Estadio
A 241
B 92
C 23
NROAREAS
0 129
1 73
2 45
3 48
4 45
5 15

Media

138
130

128
144
130
144
134
139
136
129
137

140
132
96

140
141
133
135
120
121

Desviacion
Std

21
16

30
12
26
18
19
15
19
20
17

14
18
29

15
13
23
19
24
29

Err Std
dela
Media

- A W N NN WO 0w ©

o A~ W WOWODN -

Concentracion de Hemoglobina en Sangre (HB)

Percentil
25%

129
125

132
139
116
134
126
129
126
119
126

132
119
69

132
132
126
121
105
102

Mediana

143
132

140
146
134
149
135
142
138
132
141

141
134
91

142
140
136
134
125
126

152
139

143
155
150
155
145
149
149
143
152

150
147
115

150
153
147
150
136
148

Percentil
75%
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1. Efecto del Sexo.

La diferencia en la distribucién de la concentracién de hemoglobina por
sexo se conoce desde hace tiempo. Si tomamos los valores de referencia
publicados por el New England Journal of Medicine (Andnimo 1986), la
concentracion de hemoglobina considerada "normal” entre los hombres es de
130 a 180 gr / litro, mientras que dichos valores son de 120 a 160 para la

poblacion de mujeres.

En los pacientes de LLC de la muestra de exploracion también se
observan diferencias en la distribucion de HB segun el sexo (Tabla 26 y Tabla
27). El 25'6% de los hombres tienen valores de HB por debajo de 130 -limite
inferior del intervalo de referencia-, presentando el resto concentraciones
normales. Entre las mujeres, solo el 16'8% tienen concentraciones por debajo
del limite inferior del intervalo de referencia “normal”. Los histogramas de la
Figura 14 y Figura 15 ofrecen una aproximacion a la forma de la distribucion
y permiten comprobar la existencia de “mesetas”, entre los valores [120 - 135]
para los hombres y [115 - 125] para las mujeres; estas mesetas podrian ser
consecuencia de la mezcla en esas zonas de dos poblaciones diferentes. El
test de Shapiro y Wilk (1965) rechaza, para cada sexo, la hipdtesis de
normalidad de la distribucion (p<0'0001); en el caso de las mujeres,
prescindiendo de los valores extremos menores de 100 el mismo test no resulta

ya significativo (p=0'2968).
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Figura 14. Histograma de HB en Hombres y curva Normal con la misma Media y Varianza.
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Figura 15. Histograma de HB en Mujeres y curva Normal con la misma Media y Varianza.
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La diferencia entre los sexos de la distribucion de la concentracion de

HB puede también apreciarse en el diagrama de cajas de la Figura 16. El
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contraste de igualdad de varianzas en ambas poblaciones es significativo
(p=0'0001). La diferencia de medias entre hombres y mujeres es significativa,
utilizando el test con varianzas distintas (p=0'0001). Los resultados se

mantienen cuando consideramos la trasformacion logaritmica de HB.

Figura 16. Diagrama de cajas de HB segun el sexo.
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2. Efecto de la Edad.

La Figura 17 permite apreciar las diferencias que existen en la
distribucion de la concentracion de hemoglobina segun la edad -9 clases- de
los pacientes. Los datos recogidos no permiten rechazar la normalidad de la
distribucién de HB en ningun intervalo de edad («=0'10), excepto en la
poblacién con edad menor de 45 afos (p=0'0300). El test de Levene no
rechaza la igualdad de varianzas en las diferentes poblaciones de edad
(p=0'0934). Sin embargo, la distribucion de HB segun la edad no es

homogénea, ya que los efectos correspondientes al modelo de analisis de
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varianza que incluye las 9 clases de edad recogidas en la Figura 17 son
significativamente diferentes (p=0'0046). También se rechaza la homogeneidad
cuando realizamos el test ajustado por la variable sexo (p=0'0060), previa
comprobacion de que no existe interaccion entre sexo y edad (p=0'5665). Esto
significa que las diferencias en la distribucion de HB, entre los grupos de edad,

no deben atribuirse a una proporcion diferente de hombres y mujeres en esos

grupos.

Figura 17. Diagrama de cajas de HB segun la edad.
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La Tabla 28 presenta las estimaciones del modelo de analisis de
varianza que incluye las variables sexo y edad como factores explicativos de
HB. A pesar de no existir una tendencia clara, la concentracién de hemoglobina
de los pacientes con edad menor de 45 afos es significativamente diferente de
la que presentan los individuos con edad comprendida en el intervalo de

[45 - 50[ y de [55 - 60[, siendo esta ultima la diferencia mas significativa.
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Tabla 28. Estimacion y Contraste de los Efectos de la Edad en HB ajustados por Sexo.

Error Std de T para Hy: Prob >|T|
Parametro Estimacion la Estimacion ~ Parametro=0
INTERCEPT 129'3842 5'9914 21'59 0'E+00
SEXO Hombre 7'9213 2'1285 3'72 0'0002
Mujer 0'0000 ' ' !
EDAD >=80 11'2763 8'4758 1'33 01843
[75-80[ 2'3526 6'5441 0'36 07194
[70-75] 9'5982 6'3600 1'51 01322
[65-70[ 12'5479 6'5108 1'93 0'0548
[60-65] 8'5166 6'4466 1'32 01874
[55-60] 16'1714 6'7765 2'39 0'0176
[50-55] 2'9228 7'0018 0'42 0'6766
[45-50] 17'2049 7'4556 2'31 0'0216
<45 0'0000 ' ' '

3. Efecto del Estadio Prondstico.

El diagrama de cajas de la Figura 18, la Tabla 26 y la Tabla 27
permiten apreciar las diferencias existentes en la distribucion de HB segun el
estadio prondstico. El contraste del ajuste a la normal de la distribucion de HB
no es significativo en ninguno de los tres estadios prondstico (x=0'2000).EI test
de Levene (1960) rechaza la igualdad de la varianza de HB en cada estadio
pronostico (p<0'0001). Como era de esperar, la concentracion de hemoglobina
se localiza en niveles mas bajos en los pacientes del estadio C, ya que se

utiliza en la definicion de este ultimo. Ademas, la variabilidad de HB es mayor

en dicho estadio (C).
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Figura 18. Diagrama de cajas de HB (gr/litro) segun el Estadio Pronéstico (STADEN).
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En la Tabla 29 se pueden observar las estimaciones de los efectos del modelo
de analisis de varianza que incluye sexo y STADEN como factores explicativos
de HB, asi como el contraste de igualdad entre cada efecto y el de la clase de
referencia. Aunque existe heterocedasticidad, no tenida en cuenta en el
modelo, los resultados sugieren que las diferencias en la distribucion de
hemoglobina segin STADEN no deben atribuirse a la existencia de un nimero

diferente de hombres y mujeres en cada estadio prondstico.

Tabla 29. Estimacion y Contraste de los Efectos de STADEN en HB ajustados por Sexo.

Error Std de T para Hy:

Parametro Estimacion la Estimacion ~ Parametro=0  Prob >|T|
INTERCEPT 133'7800 1'4198 94'22 0'E+00
SEXO Hombre 11'1955 1'7131 6'54 2'E-10
Mujer 0'0000 ' ' '
STADEN C -47'3328 3'3898 -13'96 2'E-35
B -9'3052 1'8984 -4'90 1'E-06
A 0'0000 ' ! '
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4. Efecto del Numero de Areas afectadas.

La Figura 19 y la Tabla 27 permiten apreciar diferencias en la
distribucion de HB segun el numero de areas afectadas (NROAREAS). El
contraste del ajuste a la normal de dicha distribucion sélo es significativo en la
poblacion de pacientes con dos areas afectadas (p<0'0100), en el resto de los
niveles no se rechaza que HB sea normal («=0'10). El test de Levene (1960)
rechaza la hipotesis de igualdad de varianzas en las diferentes poblaciones que
identifica NROAREAS (p<0'0001). La desviacion estandar es mayor en el grupo
de pacientes que presentan cuatro o cinco areas afectadas, aunque también
es grande en el grupo con solo dos. El rechazo de la normalidad y el aumento
de la dispersién de la distribucion en la poblacion de individuos con dos areas
afectadas puede deberse a la existencia de algunos valores de HB bajos y muy
extremos. La localizacion de la distribucién de HB permite identificar tres
grupos de pacientes segun NROAREAS: ninguna o una, dos o tres y cuatro o
cinco areas afectadas. Dicha localizacion parece situarse en valores de HB

mas bajos a medida que se incrementa el numero de areas afectadas.

En la Tabla 30 se presentan las estimaciones de los efectos del sexo y
NROAREAS, en el modelo de analisis de varianza para explicar HB; Se
incluyen también los resultados de los contrastes realizados, aunque la
hipétesis de homogeneidad de varianzas no es aceptable. Una alternativa que
tiene en cuenta la heterocedasticidad ha sido descrita recientemente por

Weerahandi (1995).
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Figura 19. Diagrama de cajas de HB (gr/litro) segiin Nimero de Areas (NROAREAS).
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Tabla 30. Estimacion y Contraste de los Efectos de NROAREAS en HB ajustados por Sexo.

Error Std
dela T para H,:

Parametro Estimacion Estimacion Parametro=0 Prob>|T]|
INTERCEPT 145'1808 1'8391 78'94 0'E+00
SEXO Hombre 10'1664 1'9980 5'09 6'E-07

Mujer 0'0000 ' ' '
NROAREAS 5 -20'4587 4'8667 -4'20 3'E-05
4 -22'4772 31267 -7'19 4'E-12
3 -7'1462 3'0265 -2'36 0'0188
2 -8'3587 3'0889 -2'71 0'0071
1 -1'3823 2'6483 -0'562 0'6020
0 0'0000 ' ' !
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F. Descripciéon del Numero de Plaquetas en Sangre (PLAQ).

El numero de plaquetas se recogio en 356 pacientes de la muestra de
exploracion. Su media es de 209'63 -error estandar de la media 4'10- y la
desviacién estandar 77'16 x 10° / litro. La comparacion entre la media y la
mediana (200) pone de manifiesto cierta asimetria derecha que puede

apreciarse en la Figura 20.

Figura 20. Histograma de PLAQ (10%litro) y curva Normal con la misma Media y Varianza.
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El test de Shapiro y Wilk (1965) rechaza la hipotesis de normalidad de la
distribucién (p=0'0003). El diagrama de la Figura 21 (Q-Q Plot) pone de
manifiesto que la distribucion se separa de la normal en los valores extremos
superiores a 350 o menores de 150, que son los limites del intervalo “normal”
de referencia publicados por el “New England Journal of Medicine” (Anénimo
1986). El 20'8% de los pacientes tienen valores de PLAQ por debajo de 150,
mientras que solo el 4'2% superan el valor 350. Un 50% de los pacientes
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presentan valores de PLAQ comprendidos entre 153'5 y 257'5, que son los

percentiles 25% y 75% respectivamente.

Figura 21. Diagrama de Normalidad de la Distribucion de PLAQ (10°/ litro).

Normal Q-Q Plot del Numero de Plaquetas (PLAQ)
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En la Tabla 31 se presenta la distribucién de frecuencias del numero de
plaquetas segun el sexo y segun el estadio prondstico de los pacientes. La
categorizacion de PLAQ se ha construido considerando los valores de
referencia “normales” y los limites utilizados en la clasificacion pronodstico de
Binet, de manera que fuese al mismo tiempo compatible con las utilizadas por
otros autores (Chevret 1989). El porcentaje de hombres es siempre mayor en

las clases por debajo de 150. Es interesante comprobar que ninguno de los
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pacientes incluidos en el estadio prondstico C supera el limite inferior del
intervalo de referencia considerado clinicamente “normal” para las plaquetas
(150). El maximo de frecuencia en los individuos del estadio B se encuentra en
el intervalo [150 - 200[, mientras que dicho maximo esta en el intervalo

[200 - 250[ para los individuos de A.

Tabla 31. Distribucion de PLAQ segun el Sexo, segun el Estadio Pronéstico y Total.

Sexo Estadio Pronéstico
Hombres Mujeres A B C Total
% % % % % N %

Plaquetas
<100 77 30 0'0 0'0 87'5 21 5'9
[100 - 125] 7'2 1'5 3'7 8'8 4'2 18 5'1
[125 - 150] 12'2 6'1 9'1 132 4'2 35 9'8
[150 - 200[ 27'9 24'2 23'2 407 4'2 94 26'4
[200 - 250][ 221 30'3 29'9 19'8 0'0 90 25'3
[250 - 300[ 10'8 24'2 21'2 5'5 0'0 56 157
[300 - 350[ 7'2 7'6 7'9 8'8 0'0 27 7'6
>=350 5'0 3'0 5'0 33 0'0 15 4'2
Total 1000 100'0 100'0 100'0 100'0 | 356 100'0

En la Tabla 32 se presentan medidas de localizacion y dispersion de la
variable PLAQ segun el sexo, la edad, el estadio prondstico y el numero de
areas afectadas. Representaciones graficas pueden verse en las Figuras 22
a 25. Se han realizado analisis de varianza para contrastar la homogeneidad

de efectos de estas variables en la distribucién de PLAQ.
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Tabla 32. Medidas de Localizacién y Dispersion de la distribucion de PLAQ segun el Sexo,
la Edad, el Estadio Pronoéstico y el Numero de Areas afectadas (NROAREAS).

Numero de Plaguetas en Sangre (PLAQ)

N Media Desviacion Err Std  Percentii Mediana Percentil

Std dela 25% 75%
Media
Sexo
Hombres 222 201 81 5 145 190 246
Mujeres 132 224 69 6 178 220 267
Edad (afos)
<45 10 217 89 28 150 245 269
[45-50] 18 220 58 14 165 218 260
[50-55] 27 208 79 15 150 220 269
[55-60] 36 220 90 15 155 203 248
[60-65[ 65 219 71 9 165 220 270
[65-70[ 55 229 97 13 167 225 279
[70-75] 78 205 72 8 156 195 240
[75-80[ 51 180 60 8 134 183 215
>=80 10 184 47 15 145 169 200
Estadio
A 241 226 69 4 175 220 267
B 91 200 72 8 150 180 230
C 24 80 29 6 58 78 95
NROAREAS
0 129 221 74 7 175 211 260
1 73 220 69 8 153 220 281
2 45 228 76 11 180 230 275
3 49 202 77 11 150 188 240
4 44 171 77 12 138 160 190
5 15 143 82 21 79 125 172
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1. Efecto del Sexo.

La Figura 22 permite comparar la distribucion de PLAQ segun el sexo
en la muestra de exploracién. La varianza de PLAQ en los hombres no resulta
significativamente diferente de la varianza en la poblacion de mujeres
(p=0'0549), aunque se encuentra en el limite. El contraste de la media de
PLAQ en ambas poblaciones es significativo, considerando varianzas iguales
(p=0'0059) o distintas (p=0'0043). La distribucién para los hombres se localiza

en tramos mas bajos de la escala.

Figura 22. Diagrama de cajas de PLAQ (10°/ litro) seguin el sexo.
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2. Efecto de la Edad.

En la Figura 23 se pueden ver las diferencias existentes en la
distribucion de PLAQ en los diferentes intervalos de edad. En las clases con

edad menor de 70 afios las diferencias no son muy grandes, aunque llama la
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atencion la mediana de la clase de menos de 45 anos; en los intervalos de
edad superior es posible apreciar la tendencia de la distribucion a localizarse
en valores mas bajos de la escala. Estudiamos la homogeneidad de la
distribucion de PLAQ en diferentes niveles de edad. Su distribucion se ajusta

a la normal -test de Shapiro y Wilk (1965)- en todos los niveles (a=0'10).

Figura 23. Distribucién de PLAQ (10°/ litro) seguin la Edad.
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Ademas, el test de Levene (1960) no permite descartar la igualdad de
varianzas (p=0'0915) y los efectos del modelo ANOVA (Tabla 33) no resultan
estadisticamente diferentes (p=0'0699). Sin embargo, el nivel de significacion,
al contrastar los efectos, esta muy préximo al valor de o (0'05), por lo cual
realizamos diferentes contrastes sobre dichos efectos basandonos en el mismo
modelo. El haber cumplido 75 afios o mas resulta significativamente diferente
de tener una edad menor (p=0'0010). El resto de los contrastes no fueron

significativos (a=0'05).
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Tabla 33. Estimacion y Contraste de los efectos de Edad en PLAQ.

Error Std T para Hy: Prob >|T|
Parametro Estimacion E <_je Ia_ . Parametro=0

stimacion

INTERCEPT 217'0000 24'2485 8'95 2'E-17

EDAD >=80 -32'9000 34'2926 -0'96 0'3380

[75-80[ -37'1960 26'5195 -1'40 01616

[70-75] -11'7564 25'7560 -0'46 0'6484

[65-70[ 11'8363 26'3609 0'45 0'6537

[60-65[ 2'3538 26'0471 0'09 09280

[55-60[ 2'8888 27'4102 0"11 0'9161

[50-55] -9'4444 28'3860 -0'33 07396

[45-50[ 32777 30'2432 0"11 0'9138

<45 0'0000 ' ' '

3. Efecto del Estadio Prondstico.

En la Figura 24 y en |la Tabla 32 se puede comparar la distribucién de
PLAQ en cada estadio prondstico (A, B, C). Logicamente, existe una diferencia
importante en el numero de plaquetas de los pacientes incluidos en el estadio
C cuando los comparamos con los pacientes en estadio A o B. Pero también
existe una diferencia importante entre los dos ultimos. El test de Shapiro Wilk
(1965) rechaza la hipétesis de normalidad de la distribucion en los estadios A

(p<0'0734) y B (p<0'0001), pero no asi en el C (p=0'3361).

El test de Levene (1960) rechaza la homogeneidad de la varianza segun
STADEN (p=0'0029). EI grupo de pacientes en estadio C presenta una

dispersiéon menor. En la Tabla 34 se pueden ver las estimaciones de los
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efectos correspondientes al modelo de analisis de varianza para explicar PLAQ

en funcion de STADEN; también se presentan los resultados de los contrastes,

aunque no es aceptable la suposicién de homocedasticidad. Una alternativa es

la realizacion de los contrastes descritos recientemente por Weerahandi (1995).

Figura 24. Diagrama de cajas de PLAQ (10%litro) segun el Estadio Prondstico (STADEN).
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Tabla 34. Estimacién y Contraste de los efectos del Estadio (STADEN) en PLAQ.

T para Hy: Prob >|T|
. . ErrorStddela  parametro=0
Parametro Estimacion Estimacion
INTERCEPT 226'1535 4'3942 51'47 0'E+00
STADEN C -145'9868 14'6016 -10'00 7'E-21
B -26'1315 8'3933 -3'11 0'0020
A 0'0000 ! ! '
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4. Efecto del Numero de Areas afectadas.

El diagrama de cajas de la Figura 25 nos permite apreciar las
diferencias en la distribucidn segun el numero de areas afectadas
(NROAREAS). No existe mucha diferencia en la localizacion y dispersion de la
distribucion de PLAQ en los pacientes con 0, 1 6 2 areas afectadas, pero la
distribucion se localiza en valores mas bajos de la escala a medida que
NROAREAS aumenta por encima del valor 2. Esto significa que el numero de
plaquetas de los pacientes en la muestra de exploracion tiende a disminuir a
medida que aumenta el numero total de areas afectadas por encima de 2,

aunque el efecto pudiera estar confundido por otros factores.

Figura 25. Distribucion de PLAQ (10%litro) segiin Nimero de Areas (NROAREAS).
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El test de Shapiro y Wilk (1965) rechaza la normalidad de la distribucién
de PLAQ en las poblaciones con NROAREAS igual a 0 (p<0'0530), 1
(p<0'0163) y 4 (p=0'0050). En el resto de poblaciones no se rechaza la

hipétesis de normalidad de la distribucién de PLAQ (a=0'10).

La hipdtesis de homogeneidad de la varianza de PLAQ en las
poblaciones definidas por NROAREAS no se rechaza con el test de Levene
(p=0'9703). El analisis de varianza permite sin embargo rechazar la igualdad
de todos los efectos de NROAREAS (p=1 x 10”). En la Tabla 35 se encuentran
las estimaciones y contrastes de cada efecto con el de la clase de referencia

-NROAREAS=0-.

Tabla 35. Estimacion y Contraste de los efectos de NROAREAS en PLAQ.

T para Hy: Prob >|T|
. o Error Stdde  parametro=0
Parametro Estimacion la Estimacion

INTERCEPT 220'9922 6'5730 33'62 0'E+00
NROAREAS 5 -78'3255 20'3658 -3'85 0'0001
4 -49'5377 13'0335 -3'80 00002
3 -18'6861 12'5279 -1'49 01367
2 7'2299 12'9251 0'56 0'5763
1 -1'0744 10'9340 -0"10 0'9218

0 0'0000 ' ' '

Basandonos en este modelo realizamos diferentes contrastes de hipotesis
sobre los efectos. No existen diferencias significativas entre tener afectadas 3
areas o menos. Tampoco es significativa la diferencia entre presentar 4 0 5

areas afectadas (p=0'1980). Sin embargo, resulta significativa la diferencia de
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tener afectadas 3 areas y tener afectadas 4 o mas (p=0'0036); la diferencia
entre tener afectadas tres areas o menos y 4 areas o mas es muy significativa

(p=8 x 107).
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Il. ESTUDIO MULTIVARIANTE DE LA ASOCIACION.

En el apartado | se han puesto de manifiesto diferencias en la
distribucion de LOGNLYMP, HB y PLAQ segun los niveles de: sexo, edad,
numero de areas afectadas (NROAREAS) y estadio prondstico (STADEN).
Centraremos ahora nuestra atencion en la explicacion de esas mismas
variables en funcion de los tres primeros factores, utilizando modelos
multivariantes de analisis de varianza (MANOVA), implementados con el
procedimiento GLM de SAS. El estadio prondstico -STADEN- se define en
funcion de HB, PLAQ y NROAREAS y no se utilizara como variable explicativa
en los modelos; sin embargo, dada su importancia clinica y prondstica,
identificaremos los grupos definidos por STADEN en las representaciones
graficas. El analisis se realizara considerando primero todos los pacientes de
la muestra de exploracion (estadios A, B y C); posteriormente nos centraremos

en los pacientes clasificados en los estadios Ay B.

Describiremos los resultados de los modelos MANOVA descomponiendo
cada uno de ellos en tres submodelos ANOVA -uno para cada variable
respuesta- con idénticos factores explicativos. Estudiaremos todas las
interacciones de primer orden entre dichos factores, incluyéndolas en los
modelos solo cuando sean necesarias para explicar alguna de las variables
respuesta. Los niveles de las interacciones de orden superior incluyen muy
pocos pacientes, y las clases correspondientes resultan vacias en muchas
ocasiones.
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Para cada submodelo ANOVA se presentaran las estimaciones y los
contrastes de igualdad entre efectos, estudiando la normalidad vy
homocedasticidad de los residuos mediante diagramas apropiados.
Utilizaremos los tests MANOVA para buscar categorizaciones de los factores
con significado global sobre las tres variables respuesta simultaneamente.
Ademas, estudiaremos la correlacién parcial entre las variables respuesta,

completada con los diagramas de dispersion correspondientes.

A. Diagramas de Dispersion de LOGNLYMP, HB y PLAQ.

Los diagramas de dispersion (Figura 26 y Figura 27) de HB y PLAQ
frente a LOGNLYMP permiten apreciar un patrén similar. La concentracion de
hemoglobina y el numero de plaquetas disminuyen cuando el valor de NLYMP
esta por encima de 80; la zona en que el numero de linfocitos en sangre esta
entre 40 y 80 parece tener en ambos casos caracteristicas de una zona de
transicion, o zona intermedia entre las dos extremas -en la que se observan
muy pocos pacientes en el estadio C, como ya se sefiald en la Tabla 22-. Sin
embargo, se observa una diferencia en los pacientes del estadio C entre ambos
diagramas: en ningun caso hay valores “normales” de plaquetas -superiores a
150x10° plaquetas / litro- mientras que si existen pacientes con valores

normales de hemoglobina, particularmente si los linfocitos son inferiores a 80.
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Figura 26. Dispersion de HB frente a LOGNLYMP, distinguiendo el Estadio (STADEN).
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Figura 27. Dispersion de PLAQ y LOGNLYMP, distinguiendo el Estadio (STADEN).
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El diagrama de dispersion (Figura 28) de la concentracién de
hemoglobina (HB) frente al recuento de plaquetas (PLAQ) permite apreciar
como los valores de HB por debajo de 100 se presentan conjuntamente con
valores bajos (no “normales”) de plaquetas; sin embargo la afirmacion
reciproca no es cierta. En el grafico se sefalan los limites a partir de los cuales

se clasifica a los pacientes en el estadio C.

Figura 28. Dispersion de HB y PLAQ, distinguiendo el Estadio (STADEN).
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B. Andlisis de todos los pacientes (Estadios A, By C).

1. MANOVA1: LOGNLYMP, HB y PLAQ en funcién de Sexo, Edad y NROAREAS.

El modelo MANOVA1 considera LOGNLYMP, HB y PLAQ como
variables respuesta a explicar en funcidn de los factores sexo, edad y numero
de areas afectadas (NROAREAS). Utilizaremos los datos de todos los
individuos (N=346) que presentan informacion completa sobre las variables
respuesta y factores explicativos en la muestra de exploracién. Los resultados
de los tres submodelos ANOVA se exponen mediante una tabla y dos graficos.
En la tabla se recogen las estimaciones de los efectos, sus errores estandar
y el resultado del test de hipotesis que contrasta la diferencia entre el efecto de
cada nivel con el de la clase de referencia. Los graficos pretenden evaluar las
dos suposiciones principales del modelo: la normalidad (Q-Q PLOT) y la
igualdad de varianzas -dispersion de los residuos respecto a la prediccion-.

El modelo ANOVA1.1 para LOGNLYMP explica un 20% de la
variabilidad de la respuesta (Tabla 36). El efecto del sexo es significativo y los
hombres presentan en media valores mas elevados de linfocitos que las
mujeres. No se puede rechazar la hipétesis de que todos los efectos del factor
edad sean iguales entre si (p=0'1291), pero rechazamos la igualdad sobre los
efectos de NROAREAS (p=6x107"%). No existen diferencias significativas entre
el efecto de tener 0, una o dos areas afectadas. Sin embargo, por encima de
dos areas las diferencias son significativas con respecto a la clase de
referencia (NROAREAS=0). Las estimaciones de los efectos indican que el
numero de linfocitos es mayor a medida que se presentan mas areas

afectadas.
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El diagrama de cuantiles de la Figura 29 indica desviacion de la
normalidad; la correlacion entre los cuantiles esperados y observados en la
muestra es de 0'99. El diagrama de dispersién del residuo studentizado
(diferencia entre el valor observado y la prediccién del modelo, dividida por su
desviacion estandar) respecto a la prediccion de LOGNLYMP (Figura 30) nos
permite distinguir la existencia de menor variabilidad a la izquierda de la
prediccion 3'25. El modelo en esa zona tiende a infraestimar el valor de la

respuesta.

Tabla 36. Modelo ANOVA1.1: LOGNLYMP en funcién de Sexo, Edad y NROAREAS.

Error Std de T para Hy: Prob >|T|
Parametro Estimacion la Estimacion  Parametro=0
INTERCEPT 2'5873 02850 9'08 1'E-17
SEXO Hombre 02472 0'0944 2'62 0'0093
Mujer 0'0000 ' ' '
EDAD >=80 -0'0072 0'3751 -0'02 0'9845
[75-80[ 0'1037 02899 0'36 07207
[70-75] -0'0044 02826 -0'02 0'9875
[65-70[ 0'0698 02882 024 0'8086
[60-65[ 01773 02870 0'62 0'5372
[55-60[ -0'0653 02998 -0'22 0'8277
[50-55] 0'5605 0'3094 1'81 0'0710
[45-50] -0'0607 0'3323 -0'18 0'8551
<45 0'0000 ' ' '
NROAREAS 5 1'1404 02260 5'04 8'E-07
4 0'7193 0'1504 4'78 3'E-06
3 0'5772 01430 4'04 7'E-05
2 0'0480 0'1448 0'33 0'7401
1 0'0384 0'1244 0'31 0'7579
0 0'0000 ' ' '
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Figura 29.

ANOVA1.1: Normalidad del Residuo (Modelo para LOGNLYMP).
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Figura 30. ANOVA1.1: Dispersion del Residuo frente a la Prediccién de LOGNLYMP.
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El modelo ANOVA1.2 explica el 25% de la variabilidad de HB a partir de
los mismos factores -sexo, edad y NROAREAS- (Tabla 37). El efecto del sexo
es significativo: los hombres presentan valores de HB que en media superan
a los de las mujeres. El intervalo de confianza (al 95%) para la diferencia en la
concentracion de hemoglobina por sexo es de 6'18 a 14'04 gr/litro. A pesar de
que ninguno de los efectos de la edad resulta significativamente diferente al de
la clase de referencia -menores de 45 anos- (dos estan en el limite), se
rechaza la hipétesis de que todos son iguales (p=0'00039). Los efectos de
NROAREAS son muy diferentes entre si (p=10""). No existe diferencia
significativa entre tener 0 6 1 area afectada, pero, a partir de 2, si hay

diferencias significativas con la clase de referencia (NROAREAS=0).

Tabla 37. Modelo ANOVA1.2: HB en funcion de Sexo, Edad y NROAREAS.

Error Std de T para Hy: Prob >|T|
Parametro Estimacion Esi la L Parametro=0
stimacién
INTERCEPT 128'9261 6'0427 21'34 0'E+00
SEXO Hombre 10'1099 2'0030 5'05 7'E-07
Mujer 0'0000 ! ' '
EDAD >=80 10'2490 7'9531 1'29 0'1984
[75-80[ -1"1131 6'1472 -0'18 0'8564
[70-75] 6'0142 5'9914 1'00 0'3162
[65-70[ 9'9897 6'1104 1'63 0'1030
[60-65] 51991 6'0852 0'85 0'3935
[55-60[ 12'4699 6'3569 1'96 0'0506
[50-55] 1'0415 6'5607 0'16 0'8740
[45-50[ 13'6476 7'0459 1'94 0'0536
<45 0'0000 ! ' '
NROAREAS 5 -20'5627 4'7930 -4'29 2'E-05
4 -22'3207 31899 -7'00 1E-11
3 -6'6505 3'0323 -2'19 0'0290
2 -8'0026 3'0714 -2'61 0'0096
1 -1'0475 2'6384 -0'40 0'6916
0 0'0000 ' ' !
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Las estimaciones muestran que la concentracion de hemoglobina es menor si
se tienen afectadas 2 6 3 areas, disminuyendo aun mas, si estan afectadas 4
0 5 areas. No existe diferencia significativa entre tener 2 6 3 areas afectadas;

tampoco entre tener 4 6 5.

En la Figura 31 se presenta el diagrama de normalidad del residuo del
modelo ANOVA1.2; la correlacion entre los cuantiles observados y esperados
es 0'97. El diagrama de dispersion del residuo del mismo modelo permite
comprobar como, en el grupo de pacientes clasificados en el estadio C, la
prediccidn sobreestima el verdadero valor de hemoglobina (Figura 32). Este
problema tiene relacion con la asimetria de la distribucion de HB, que ya se
puso de manifiesto en la descripcion de esta variable. El ajuste del modelo
mejoraria si consideramos a los pacientes clasificados en el estadio prondstico

C como un grupo diferente.

Figura 31. ANOVA1.2: Normalidad del Residuo (Modelo para HB).

Normal Q-Q Plot del Residuo del Modelo para HB
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Figura 32. ANOVA1.2: Dispersion del Residuo frente a la Prediccion de HB.
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El modelo ANOVA1.3 explica el 14% de la variabilidad de PLAQ a partir
de los factores sexo, edad y NROAREAS. Las estimaciones de los efectos de
cada factor explicativo se exponen en la Tabla 38. Los hombres presentan
valores medios de PLAQ significativamente diferentes a los que tienen las
mujeres. Estos valores medios son mas elevados en las mujeres. Se rechaza
la hipotesis que considera iguales todos los efectos correspondientes a los
niveles de edad (p=0'0247). La diferencia mas fuerte se observa por encima de
75 afnos de edad, donde los niveles medios de plaquetas son mas bajos.
Tampoco son iguales entre si los efectos del factor NROAREAS (p=6x107).
Sus estimaciones indican que el numero medio de plaquetas disminuye por
debajo de los niveles de la clase de referencia, cuando se tienen 3 0 mas areas
afectadas, empezando dicha diferencia a ser significativa, cuando se tienen

afectadas 4 6 5 areas.
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En la Figura 33 se presenta el diagrama de normalidad de los residuos

del modelo ANOVA 1.3; la correlacién entre los cuantiles observados y

esperados es 0'98.

La dispersion de los residuos respecto a la prediccion del modelo

sugiere la existencia de un patron de heterocedasticidad, con una varianza

diferente por encima y por debajo del valor 200 de la prediccién (Figura 34).

Por otra parte, es importante resaltar que todos los individuos clasificados en

el estadio C se encuentran en el grafico por debajo de la linea de referencia

-valor 0-, resultando las estimaciones del modelo por encima del valor

observado realmente.

Tabla 38. Modelo ANOVA1.3: PLAQ en funcion de Sexo, Edad y NROAREAS.

Error Std de T para Hy: Prob >|T|
Parametro Estimacion la Estimaciéon  Parametro=0
INTERCEPT 251'1400 25'4648 9'86 3'E-20
SEXO Hombre -21'5001 8'4410 -2'55 0'0113
Mujer 0'0000 ' ' '
EDAD >=80 -42'5202 33'5156 -1'27 0'2055
[75-80[ -51'4666 25'9055 -1'99 0'0478
[70-75] -26'4520 25'2488 -1'05 0'2956
[65-70[ -0'3915 25'7502 -0'02 0'9879
[60-65] -12'7603 25'6440 -0'50 0'6191
[55-60[ -4'1958 26'7890 -0"16 0'8756
[50-55] -19'1395 27'6479 -0'69 0'4893
[45-50[ -7'0995 29'6925 -024 0'8112
<45 0'0000 ' ' '
NROAREAS 5 -76'4406 20'1986 -3'78 0'0002
4 -41'1347 13'4431 -3'06 0'0024
3 -14'7425 12'7788 -1"15 0'2495
2 10'9442 12'9434 0'85 0'3984
1 5'0342 11'1186 0'45 0'6510
0 0'0000 ' ' !
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Figura 33. ANOVA1.3: Normalidad del Residuo (Modelo para PLAQ).
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Figura 34. ANOVA1.3: Dispersion del Residuo frente a la Prediccion de PLAQ.

Residuo Studentizado

Prediccion del Valor de PLAQ

5 m
4 +
+ .
3= *
2 = + S - .
° +
+ ., $
- . .
1 + - ° .+: LI .o
" . 2 ot R »* °
+ ° . . o o 2 0
- ++o s . i'; .. .f."o=: °‘. .
SIS S B LA AL
hd + e T o f... s - N -
R A S -
+ . - . - f: -5°. .! .
- - .: ° ' 4 oo it *f':'. +o: e
. ° e, ey v Estadio
Y - - .
) ® o * L . . e C
.
. . * B
.
-3 L] L] L] L] L] L] L] L] ° A
120 140 160 180 200 220 240 260 280

180




La hipotesis de que los efectos de los factores sexo, edad y numero de
areas deben ser tenidos en cuenta en la explicacién conjunta de las tres
variables respuesta (LOGNLYMP y HB y PLAQ) -tests del efecto global-, se
contrasta basandose en el estadistico Lambda de Wilks, cuya distribucion esta
relacionada con la F de Snedecor. Los tests realizados confirman la necesidad
de considerar los tres factores en la explicacién de la distribucion conjunta de
las variables respuesta. Las tres primeras filas de la Tabla 39 exponen los

resultados de dichos tests.

Estudiamos también la categorizacion de los factores edad y
NROAREAS con la intencién de reducir el numero de niveles y buscar una
clasificacion de significado global sobre las tres variables respuesta. Los
tests (Tabla 39) realizados indican que las clases de edad podrian reducirse
unicamente a tres: pacientes con edad menor de 55, comprendida entre los 55
y los 69, y aquellos con edad superior o igual a 70 afios. Colapsar las clases
de [45-50[ y [50-55[ parece no justificarse, pero existen muy pocos pacientes
con edad menor de 45 y cuando se colapsa dicha clase con la de [45-50] la
diferencia con la clase de [50-55[ ya no resulta significativa. Los test realizados
sobre los efectos de NROAREAS indican que la clasificacion de significado
global entre las variables respuesta deberia estar constituida también por tres
clases: pacientes con ninguna o menos de 3 areas afectadas; pacientes con
exclusivamente tres areas afectadas y aquellos que presentan afectacion de

4 0 5 areas.
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Tabla 39. Test MANOVA del Efecto GLOBAL sobre LOGNLYMP, HB y PLAQ.

Estadistico Valor F Grados de Libertad Prob>F
Lambda de Wilks
Efecto Global Num. Denominador
SEXO 0'86783062 16'7021 3 329 4'E-10
EDAD * 0'87008808 1'9554 24 954'8013 0'0040
NROAREAS * 0'72140420 7'6067 15 908'6255 4'E-16
EDAD
<45 VS [45-50[ 0'98733675 1'4065 3 329 02407
[45-50[ VS [50-55[ 0'97104140 32705 3 329 0'0215
[50-55[ VS [55-60[ 0'96131114 4'4136 3 329 0'0046
[55-60[ VS [60-65[ 098491662 1'6795 3 329 01712
[60-65[ VS [65-70[ 0'99180664 0'9060 3 329 0'4384
[65-70[ VS [70-75[ 098431258 1'7478 3 329 0'1571
[70-75[ VS [75-80[ 0'97889487 2'3644 3 329 0'0710
[75-80[ VS >=80 0'98948551 1'1653 3 329 0'3230
<50 VS [50-55[ 0'97810766 2'4546 3 329 0'0631
[50-55[ VS [55-70[ 096586084 3'8763 3 329 0'0095
[55-70[ VS >=70 0'96707911 3'7332 3 329 0'0116
NROAREAS
oVvsS1 0'99835366 0'1808 3 329 0'9094
1VS2 0'98480973 1'6916 3 329 0'1686
2VS3 0'96279611 4'2377 3 329 0'0059
3VS4 094866301 5'9346 3 329 0'0006
4VS5 0'98269246 1'9315 3 329 0'1243
0,1,2VS 3 0'94695993 6'7550 3 329 0'0029
3VS 45 0'89072414 13'4541 3 329 3'E-08
0,1,2VS 3,4,5 0'79306966 28'6146 3 329 2'E-16

* El estadistico test se Aproxima a la Distribucion F.

En los siguientes modelos MANOVA, los factores edad y NROAREAS

se incluyen con los niveles reducidos que acabamos de mencionar.

182



2. MANOVAZ2. Consideracion de los Valores Altos de NLYMP.

La descripcion de NLYMP y LOGNLYMP permitié identificar un grupo de
pacientes con valores superiores a NLYMP=80 (LOGNLYMP=4'38) con
importante repercusion en la variabilidad y asimetria de estas distribuciones.
Por otra parte, los diagramas de dispersion de LOGNLYMP (Figura 26 y
Figura 27) junto a la Tabla 22 han permitido suponer la existencia de una
zona intermedia de transicion para los valores de NLYMP comprendidos en el
intervalo [40-80][. Para estudiar el efecto que la identificacion de estos grupos
tiene sobre las respuestas, procedimos a construir un modelo MANOVA2 que
incluye un factor explicativo indicador del valor de NLYMP (I_NLYMP). El factor
consta de tres niveles correspondientes a los pacientes con NLYMP menor de

40, en el intervalo [40-80[ y mayor o igual a 80.

El modelo MANOVAZ2 incluye también los factores explicativos sexo,
edad y numero de areas (NROAREAS), los dos ultimos categorizados de
acuerdo a la clasificacion global sugerida por los tests contenidos en |la Tabla
39. Los resultados se exponen de forma similar a la empleada con el modelo
anterior, pero sin incluir el analisis de residuos, debido a que las
representaciones son parecidas a las ya expuestas. Las diferencias

importantes se describiran en el texto.

En la Tabla 40 se encuentran las estimaciones de los efectos del
submodelo ANOVAZ2.1 para el logaritmo del numero de linfocitos, asi como los
test que contrastan la igualdad de los efectos de cada nivel con el de

referencia. La consideracion del factor indicador (I_NLYMP) en el modelo
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ANOVAZ2.1 hace que el porcentaje de la variacion de LOGNLYMP explicada
por el modelo se incremente hasta el 71%. ElI modelo ANOVA1.1 explicaba

solo el 20% de dicha variacion.

Tabla 40. ANOVA2.1: LOGNLYMP en funcion de Sexo, Edad, NROAREAS e |_NLYMP.

Parametro Estimacion Error Std. T para Hy: Prob >|T|
de la Parametro=0
Estimacion

INTERCEPT 2'6794 0'0802 33'41 0'E+00
SEXO Hombre 0'1240 0'0552 2'25 0'0254

Mujer 0'0000 ' ! '
EDAD >=70 -0'1188 0'0791 -1'50 0'1342
[55-70[ -0"1177 0'0779 -1'51 01318

<55 0'0000 ' ! '
NROAREAS [4 6 5] 0'1382 0'0785 1'76 0'0792
[3] 0'1947 0'0789 2'47 0'0142

[0,16 2] 0'0000 ' ' '
|_NLYMP >=80 2'1710 0'0983 22'08 0'E+00
[40-80[ 1'2645 0'0829 15'25 0'E+00

<40 0'0000 ' ! '

Existe una diferencia significativa en los valores medios de LOGNLYMP por
sexo: los hombres presentan valores medios mas elevados. Se rechaza la
igualdad de todos los efectos ligados a NROAREAS (p=0'0237). No existe
diferencia significativa entre los efectos de presentar 3 y [4 o 5] areas
afectadas; al colapsar dichas clases, el efecto de presentar 3 0 mas areas
resulta significativamente diferente del que corresponde al nivel de referencia
[0, 1, 6 2]. Como cabia esperar, los efectos del indicador del numero de

linfocitos son muy diferentes entre si (p<0'0001).
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Las estimaciones y contrastes de los efectos del modelo ANOVA2.2
para explicar la concentracion de hemoglobina (Tabla 41) muestran diferencias
significativas entre los efectos de los factores sexo, NROAREAS (p=8x107) e
|_NLYMP (p=2x107). La concentracién de hemoglobina (HB) es mayor en los
hombres y pacientes con menos de tres areas afectadas. No se detecta
diferencia significativa entre los pacientes con afectacion de tres y menos de
tres areas. Tampoco existen diferencias significativas en la media de HB de los
pacientes con niveles de |_NLYMP por debajo de 80, pero el descenso en HB
es importante en los pacientes con valores de NLYMP superiores. El
porcentaje de la variacion de HB explicada por el ANOVAZ2.2 es ahora del 27%,

muy parecido al 25% del modelo ANOVA1.2.

Tabla 41. ANOVA2.2: HB en funcién de Sexo, Edad, NROAREAS e |_NLYMP.

Parametro Estimacion Error Std. T para Hy: Prob >|T|
dela Parametro=0
Estimacion

INTERCEPT 132'5351 2'8028 47'29 0'E+00
SEXO Hombre 11'4124 1'9307 5'91 8'E-09

Mujer 0'0000 ' ' '
EDAD >=70 -1'7127 2'7675 -0'62 0'5364
[65-70[ 2'9778 2'7236 1'09 02750

<55 0'0000 ' ' !
NROAREAS [4 06 5] -14'8237 2'7444 -5'40 1'E-07
[3] -2'8251 2'7600 -1'02 0'3068

[0,106 2] 0'0000 ' ' '
I_NLYMP >=80 -19'4922 3'4368 -5'67 3'E-08
[40-80[ -0'6413 2'8981 -0'22 0'8250

<40 0'0000 ' ' !
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Algo similar ocurre con el modelo ANOVAZ2.3 para explicar la variable
respuesta PLAQ (Tabla 42). El porcentaje de variacion explicada por este
modelo es del 15%, aumentando solamente un punto respecto al modelo
anterior -ANOVA1.3-. Se rechaza la hipotesis de igualdad entre todos los
efectos del sexo, la edad (p=0'0028), el numero de areas (p=0'0010) y el
indicador de linfocitos |_NLYMP (p=0'0074). El numero de plaquetas es menor
y significativamente diferente en los hombres, en edades >=70 afos, cuando

NLYMP>=80 y cuando se tienen cuatro o cinco areas afectadas.

Tabla 42. ANOVA2.3: PLAQ en funcién de Sexo, Edad, NROAREAS e |_NLYMP.

Parametro Estimacion Error Std. de TparaH,: Prob>T|
la Estimacion Parametro=0
INTERCEPT 241'3370 11'8891 20'30 0'E+00
SEXO Hombre -16'9733 8'1899 -2'07 0'0390
Mujer 0'0000 ' ' '
EDAD >=70 -25'2173 11'7395 -2'15 0'0324
[65-70[ 3'1569 11'56529 027 0'7848
<55 0'0000 ' ' '
NROAREAS [4 6 5] -43'5236 11'6415 -3'74 0'0002
[3] -12'6309 11'7075 -1'08 02814
[0,1062] 0'0000 ' ' '
I_NLYMP >=80 -41'8622 14'5782 -2'87 0'0043
[40-80[ 10'4988 12'2932 0'85 0'3937
<40 0'0000 ' ' '

Los tests MANOVA -Lambda de Wilks- realizados sobre los mismos
factores son todos significativos (p<0'0074). Por tanto, estos factores deben ser

considerados en la explicacidon conjunta de las tres variables respuesta.
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3. Estudio de la Correlacién Parcial entre las Variables Respuesta.

Los modelos MANOVA permiten el estudio de la correlacion -parcial-
entre las variables respuesta después de ajustar por el efecto de los factores
explicativos incluidos en el modelo. En la Tabla 43 exponemos la correlacion
total y las correlaciones parciales correspondientes a cada modelo MANOVA,

junto con los contrastes de que dichas correlaciones son iguales a cero.

Tabla 43. Correlacién Total y Parcial entre cada par de Variables Respuesta.

CORRELACION
TOTAL PARCIAL

Respuestas MANOVA1 MANOVA2
LOGNLYMP y HB - 0'246150 -0'151526 0'037858
(p=3'E-6) (p=0'0057) (p=0'4925)
LOGNLYMP y PLAQ - 0195180 -0'079720 0'024391
(p=0'0002) (p=0"1472) (p=0'6584)
HB y PLAQ 0'278480 0'227458 0'194130
(p=1'E-5) (p=3'E-5) (p=0'0004)

Una vez que tenemos en cuenta los factores edad, sexo y numero de
areas afectadas, incluidos en MANOVAA1, resulta una correlacion parcial
negativa y diferente de cero entre LOGNLYMP y HB. También es importante
la correlaciéon entre la concentracion de hemoglobina (HB) y el recuento de
plaquetas (PLAQ). Sin embargo, la correlacién entre LOGNLYMP y PLAQ no

es significativamente diferente de cero.
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El modelo MANOVAZ2 ajusta por los mismos factores que el anterior,
pero incluye el indicador del numero de linfocitos | NLYMP. La inclusién de
este factor remueve la correlacién que existia entre LOGNLYMP y HB. Sin
embargo, aunque un poco menor, la correlacion entre HB y PLAQ sigue
practicamente intacta. Por tanto, existe una relacion entre HB y PLAQ no
explicada por el aumento del numero de linfocitos, ni por el nimero de
areas afectadas, la edad o el sexo. En las Figuras 35 a 38 es posible
examinar la relacion HB-PLAQ en ambos sexos por encima y por debajo del
nivel 80 de NLYMP; los individuos se encuentran marcados segun el estadio

prondstico de Binet et al. (1981).

Puede observarse -claramente en el grupo de hombres- la asociacion
existente entre los niveles de linfocitos y la concentracion de hemoglobina (HB).
También se observa que la correlacion entre HB y PLAQ parece estar originada
por los individuos en estadio C. En esos diagramas se ha sefalado el nivel de
HB y PLAQ que separa el grupo C, pero también el limite inferior de HB
considerado “normal” para cada sexo y el nivel 200 para PLAQ, que parecia
separar grupos diferentes al explorar esta variable. Llama la atencion que,
particularmente en el grupo de hombres, parece existir una clara asociacion
entre pertenecer al estadio B y tener un numero de plaquetas por debajo del
nivel 200. Ademas, para el grupo de hombres que no estan en C, se observa
asociacion entre los dos niveles de HB y los dos niveles de PLAQ sefalados

en los diferentes diagramas.
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Figura 35. Dispersion HB-PLAQ en Hombres con NLYMP < 80.
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Figura 36. Dispersion HB-PLAQ en Mujeres con NLYMP<80.
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Figura 37. Dispersion HB-PLAQ en Hombres con NLYMP > 80.
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Figura 38. Dispersion HB-PLAQ en Mujeres con NLYMP > 80.
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4. Definicion del factor ZONA y modelo MANOVA3.

El modelo MANOVAS3 considera la explicacion de las variables respuesta
en funcion de los factores sexo, edad y NROAREAS, pero incorpora ademas
del indicador del numero de linfocitos (I_NLYMP), otro factor nuevo
denominado ZONA, que toma en consideracion la localizacion de los
pacientes en el plano de representacion de la asociacion entre HB y PLAQ. Su
definicién requiere el conocimiento del sexo, la concentracion de hemoglobina
y el numero de plaquetas del paciente. El factor consta de los 9 niveles
descritos en la Tabla 44 y representados en la Figura 39 (hombres) o Figura
40 (mujeres). La Tabla 44 incluye también el porcentaje de pacientes de la

muestra de exploracion localizados en cada zona.

Tabla 44. Definicion del Factor explicativo ZONA.

Concentraciéon de Hemoglobina (HB) Numero de Plaquetas ZONA %
(PLAQ)

Hombres Mujeres
<100 <100 <100 1 3'4
<100 <100 [100-200] 2 0'8
<100 <100 >200 3 0'0

[100-130] [100-120] <100 4 11

[100-130] [100-120] [100-200] 5 11'3

[100-130] [100-120] >200 6 6'5
>130 >120 <100 7 1"
>130 >120 [100-200] 8 32'6
>130 >120 >200 9 431

191



Figura 39. Definicion Grafica del factor ZONA para los Hombres.
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Figura 40. Definicion Grafica del factor ZONA para las Mujeres.
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Al definir el factor ZONA se tienen en cuenta, ademas de los limites para HB
y PLAQ utilizados en la clasificacién de Binet et. al. (1981), los limites inferiores
del intervalo de referencia considerado “normal” para HB en la poblacién de
hombres y de mujeres, y el valor 200 para PLAQ, que parece identificar grupos

diferentes en el analisis de exploracion.

La consideracién del factor ZONA no produce cambios drasticos sobre
el submodelo ANOVAS.1, que explica el 72% de la variabilidad de LOGNLYMP
-el modelo ANOVAZ2.1 explicaba el 71%-. Se observa una diferencia en los
niveles de LOGNLYMP por sexo, pero dicha diferencia deja de ser significativa,
encontrandose ahora sélo al borde de la significacion. Tampoco se observan
diferencias significativas entre los efectos de los diferentes niveles de edad
(p=0'1725). Sin embargo, observamos diferencias significativas en los efectos
del factor NROAREAS, el indicador de linfocitos y también ZONA. En la Tabla
45 se exponen los efectos del modelo y se puede comprobar como solo el
efecto de encontrarse en la ZONA numero 2 es significativamente diferente al
efecto de estar en la ZONA 9 (p=0'0017). Hay que sefalar sin embargo que
hay muy pocos pacientes en esa ZONA. En la Figura 41 se puede observar la
dispersién de los residuos del modelo respecto a la prediccion de LOGNLYMP.
Aparte de algunas observaciones que pueden ser consideradas “outliers”, se
distinguen con claridad tres grupos de residuos correspondientes a las clases
del factor |_NLYMP. La dispersion del residuo es mayor cuando NLYMP es

menor de 40.
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Tabla 45. ANOVA3.1: LOGNLYMP en funcién de Sexo, Edad, NROAREAS, |_NLYMP, ZONA.

Error Std T para Hy: Prob >|T|
. . ., dela Parametro=0
Parametro Estimacion . .,
Estimacion
INTERCEPT 2'7230 0'0820 33'18 0'E+00
SEXO Hombre 0'1091 0'0555 1'97 0'0501
Mujer 0'0000 ' ' '
EDAD >=70 -0'1194 0'0799 -1'49 0'1363
[55-70[ -0'1302 0'0779 -1'67 0'0959
<55 0'0000 ' ' '
NROAREAS [4 6 5] 0'1906 0'0830 2'30 0'0223
[3] 0'2047 0'0794 2'58 0'0104
[0,162] 0'0000 ' ' '
I_NLYMP >=80 2'1725 0'1049 20'70 0'E+00
[40-80[ 1'2602 0'0828 15'21 0'E+00
<40 0'0000 ' ' '
ZONA 1 -0'0048 0'1566 -0'03 0'9756
2 -0'9377 0'2963 -3'16 0'0017
4 0'4194 0'2904 1'44 0'1497
5 -0'0279 0'1007 -0'28 0'7818
6 -0'1659 0'1097 -1'51 01316
7 0'0184 0'2507 0'07 0'9415
8 -0'0603 0'0617 -0'98 0'3286
9 0'0000 ' ' '

Figura 41. ANOVA3.1:

Dispersion del Residuo frente a la Prediccion de LOGNLYMP.
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El factor ZONA aporta informacion sobre la concentracion de
hemoglobina y en consecuencia se observa un cambio importante en la
varianza explicada por el modelo, que pasa a ser 77%, mientras que antes
dicho porcentaje era de sélo un 27% (ANOVA2.2). Unicamente resultan
necesarios en la explicacion de HB los efectos del sexo y ZONA (p << 0'0001).
La inclusién de ZONA hace que pierdan importancia en la explicacion de HB,
factores como I_NLYMP, (p = 0'9936) y NROAREAS (p=0'0985). En la Tabla
46 se exponen las estimaciones de los efectos de este modelo, mientras que
en la Figura 42 se puede observar la dispersion del residuo frente a la
prediccidn del modelo; la prediccion resulta mucho mejor para los pacientes
clasificados en el estadio C, si comparamos con el modelo ANOVA1.2 (Figura
32). Los grupos de residuos observados se deben a la consideracion del factor
ZONA, que distingue claramente los hombres de las mujeres dentro del grupo
de pacientes con hemoglobina clinicamente “normal” -concentraciones

superiores a 120-.

Con la inclusion del factor ZONA en el modelo ANOVAS.3 (Tabla 47) se
explica el 68% de la variacion de PLAQ, pero el unico factor con efectos
significativamente diferentes al de referencia es ZONA (p << 0'0001). Con este
modelo se mejora la prediccidn de los valores de PLAQ en los individuos
clasificados en el estadio C de Binet et al. (1981), si comparamos con el
modelo ANOVA1.3 (Figura 34). Los grupos observados en el diagrama de
dispersion de los residuos frente a la prediccion del modelo (Figura 43) se
deben al factor ZONA. Los errores en el grupo con plaquetas mas altas
mejorarian si se prescindiera del pequefio porcentaje de pacientes con

plaquetas por encima de 400 (ver el histograma de la Figura 20).
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Tabla 46. ANOVA3.2: HB en funcion de Sexo, Edad, NROAREAS, |_NLYMP y ZONA.

Error Std de T para H,: Prob >|T|
Pars . . la Estimacion Parametro=0
arametro Estimacion
INTERCEPT 135'4609 1'6262 83'30 0'E+00
SEXO Hombre 12'3424 1'1000 11'22 6'E-25
Mujer 0'0000 ' ' '
EDAD >=70 0'7838 1'5838 0'49 0'6210
[55-70[ 0'4699 1'5446 0'30 0'7611
<55 0'0000 ' ' '
NROAREAS [4 6 5] -3'2347 1'6462 -1'96 0'0503
[3] 0'5408 1'5738 0'34 0'7313
[0,162] 0'0000 ' ' '
I_NLYMP >=80 -0"1760 2'0802 -0'08 0'9326
[40-80[ 0'1000 1'6426 0'06 0'9515
<40 0'0000 ' ' '
ZONA 1 -63'5959 3'1048 -20'48 0'E+00
2 -72'6353 5'8733 -12'37 4'E-29
4 -36'8127 5'7563 -6'40 5'E-10
5 -29'0342 1'9973 -14'54 2'E-37
6 -25'4695 2'1756 -11'71 1'E-26
7 -2'2121 4'9691 -0'45 0'6565
8 0'7303 1'2232 0'60 0'5509
9 0'0000 ' ' '

Figura 42. ANOVA3.2: Dispersion del Residuo frente a la Prediccion de HB.
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Tabla 47. ANOVA3.3: PLAQ en relacion con Sexo, Edad, NROAREAS, |_NLYMP y ZONA.

Error Std de T para Hy: Prob>|T]|
. . o la Estimacién  Parametro=0
Parametro Estimacion
INTERCEPT 265'6109 7'6487 34'73 0'E+00
SEXO Hombre 0'3249 5'1738 0'06 0'9500
Mujer 0'0000 ' ' '
EDAD >=70 -1'3327 7'4511 -0"18 0'8582
[55-70[ 5'8393 7'2666 0'80 0'4222
<55 0'0000 ' ' '
NROAREAS [4 6 5] -1'3326 7'7426 -0"17 0'8634
[3] 6'0319 7'4021 0'81 0'4157
[0,162] 0'0000 ' ' '
I_NLYMP >=80 -15'3918 9'7839 -1'57 0'1166
[40-80[ 6'3515 77255 0'82 0'4116
<40 0'0000 ' ' '
ZONA 1 -189'7762 14'6030 -13'00 2'E-31
2 -118'4017 27'6237 -4'29 2'E-05
4 -191'2025 27'0733 -7'06 1'E-11
5 -104'2914 9'3940 -11'10 1'E-24
6 6'3490 10'2328 0'62 0'5354
7 -190'6862 23'3711 -8'16 7'E-15
8 -108'6496 5'7534 -18'88 0'E+00
9 0'0000 ' ' '
Figura 43. ANOVAS3.3: Dispersion del Residuo frente a la Prediccion de PLAQ.
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Los resultados de los submodelos incluidos en el analisis MANOVAS3
permiten apreciar como pierde importancia el efecto del nimero de areas
afectadas (NROAREAS) para explicar la concentraciéon de hemoglobina
(HB) y el recuento de plaquetas (PLAQ), cuando se conoce el factor ZONA.
El ajuste por ZONA hace disminuir la importancia de sexo al explicar

LOGNLYMP y aumenta la importancia de temer 4 o 5 areas afectadas.

La consideracion del factor ZONA en el modelo MANOVAS remueve la
correlacion parcial entre HB y PLAQ, que deja de ser significativamente
diferente de cero (p=0'4912). Los test MANOVA -Lambda de Wilks- confirman,
que a excepcidon de la edad (p=0'5408), todos los demas factores (sexo,
NROAREAS, |_ NLYMP y ZONA) son necesarios para explicar la distribucion

conjunta de las tres variables respuesta.

C. Estudio limitado a los pacientes clasificados en estadios A y B.

En el apartado B se ha puesto de manifiesto una asociacién entre la
concentracion de hemoglobina (HB) y el recuento de plaquetas (PLAQ) en los
pacientes de LLC; sin embargo, si excluimos del analisis a los pacientes
clasificados en el estadio C, la correlacién total HB-PLAQ y LOGNLYMP-PLAQ
deja de ser significativamente diferente de cero (p>0'1029), manteniéndose
todavia la correlacion -total- significativa (p=0'0006) entre LOGNLYMP y HB.

En este apartado profundizaremos en la investigacién de los pacientes que no
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han sido clasificados en C, ya que son aquellos cuya evolucién nos interesa

estudiar.

Partiendo del modelo MANOVA que contempla la explicacion de las
respuestas en funcion del sexo y la edad, incluiremos, uno a uno, otros factores
explicativos, en particular NROAREAS vy variables que indican los niveles
iniciales de linfocitos (I_NLYMP), de concentracién de hemoglobina (I_HB) y
del recuento plaquetario (I_PLAQ). De esta forma podemos observar, para
cada submodelo ANOVA, los cambios en el Coeficiente de Determinacion (R?)
-proporcion de la variabilidad total explicada por los factores incluidos en el
modelo- y las variaciones en la estimacién de los efectos producidas por la
inclusion de los distintos factores. Para la edad, NROAREAS e | NLYMP
utilizaremos los mismos niveles que en el MANOVA2. Para la concentracion
inicial de hemoglobina, utilizaremos |_HB con tres niveles, [100-120], ]120-130]
y >130, relacionados con los limites de concentracion “normal” en hombres y
en mujeres. Teniendo en cuenta que dichos limites son diferentes se estudiara,
a la vez que |_HB, su interaccion con sexo. Para las plaquetas (I_PLAQ) se
utilizaran los dos niveles [100-200] y >200, que parecen tener importancia
segun la exploracion realizada hasta el momento. Al restringirnos a los estadios
Ay B, no existen individuos con nivel inicial de plaguetas o hemoglobina por

debajo de 100.
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1. NROAREAS en la explicacién de las Variables Respuesta.

En la Tabla 48 se presentan los modelos que permiten conocer la
contribucién del numero de areas afectadas a la explicacion de cada variable
respuesta, sin considerar otros factores explicativos previos diferentes del sexo
y la edad de los pacientes. El coeficiente de determinacion (R?) se incrementa
al incluir NROAREAS en el modelo, debido a que el numero de areas afectadas
recoge informacién sobre cualquiera de las variables respuesta. Sin embargo,
dicha informacién no es suficiente para anular la correlaciéon parcial (ajustada
por edad, sexo y NROAREAS) entre LOGNLYMP y HB, que resulta
significativamente diferente de cero (p=0'0167). Ademas, el porcentaje de
variabilidad de las respuestas explicado por el sexo edad y numero de areas
no supera el 21%, lo que significa que la mayor parte de la variabilidad en las

respuestas permanece inexplicada.

La consideracion de NROAREAS en el modelo produce cambios en el
efecto del sexo. Estos cambios no son demasiado importantes, manteniéndose
el sentido y signo de los coeficientes. Los hombres presentan valores de
LOGNLYMP y HB mas elevados, pero un recuento medio de plaquetas inferior
al de las mujeres. La explicacion de LOGNLYMP y HB no precisa la
consideracion de la edad de los pacientes, pero los individuos con edad igual
o superior a 70 afos presentan recuento medio de PLAQ por debajo del resto.
Los pacientes con menos de tres areas afectadas presentan valor medio de
LOGNLYMP mas bajo, con concentracion de hemoglobina y recuento de

plaquetas mas elevados.

200



Tabla 48. Contribucion de NROAREAS a la explicacion de las Variables Respuesta.
FUENTES DE VARIACION

Respuesta Modelo R? -Resultados Test F Parcial-
Sexo Edad NROAREAS

LOGNLYMP

L1 0'03 S NS

L2 015 S NS S
HB

H1 012 S NS

H2 0'21 S NS S
PLAQ

P1 0'05 S S

P2 0'09 S S S

R?=Coeficiente de determinacion. S=Significativo (¢#=0'05). NS= No significativo (a=0'05).

2. ]_NLYMP en la explicacién de las Variables Respuesta.

En la Tabla 49 resumimos el estudio de la contribucién de | NLYMP a
la explicacion de las variables respuesta. La inclusién de |_NLYMP anula la
correlacion parcial entre la concentracion de hemoglobina y LOGNLYMP sean
cuales sean el resto de los factores de ajuste considerados. Ademas, se
produce un incremento esperado e importante en el coeficiente de
determinacion (R?) del modelo L3, si lo comparamos con los modelos L1y L2
de la Tabla 48. La inclusién de NROAREAS (modelo L4) practicamente no
aporta informacion para explicar LOGNLYMP, cuando se conoce |_NLYMP,
pero explica totalmente el pequefio efecto del sexo sobre LOGNLYMP,
incrementandose muy poco R? El efecto del sexo sobre LOGNLYMP es debido
a la mayor proporcion de hombres con NLYMP>80 en la muestra de
exploracién, como se puede comprobar en la Tabla 20. Las estimaciones de
los efectos de NROAREAS en el modelo L4 son muy diferentes -magnitud

inferior- a las realizadas en el modelo L2, aunque se mantiene el sentido y
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signo de los coeficientes. Los efectos de | NLYMP en los modelos L2, L3y L4

tienen igual signo y magnitud muy similar.

Tabla 49. Contribucion de |_NLYMP en la explicacion de las Variables Respuesta.

FUENTES DE VARIACION
Respuesta Modelo R? -Resultados Test F Parcial-
Sexo Edad | NLYMP  NROAREAS
LOGNLYMP
L3 0'66 S NS S
L4 0'67 NS NS S S
HB
H3 019 S NS S
H4 024 S NS S S
PLAQ
P3 0'07 S S NS
P4 0'09 S S NS S

R?=Coeficiente de determinacion. S=Significativo («=0'05). NS= No significativo («=0'05).

El factor |_NLYMP también es necesario para explicar la concentracion
de hemoglobina (HB) en el modelo H3, incrementandose el coeficiente de
determinacion respecto al modelo H1 (Tabla 48). La consideracion posterior del
factor NROAREAS en el modelo H4, aporta cierta informacion adicional -se
incrementa (R?- para explicar HB. Las estimaciones de los efectos de
| NLYMP y NROAREAS en el modelo H4 sufren algunos cambios poco
importantes, respecto a los coeficientes de los modelos H3 y H2. Dichos
cambios se deben a la asociacién entre NROAREAS y el numero de linfocitos
(I_NLYMP). Como cabia esperar, dada la no correlacion entre LOGNLYMP y
PLAQ, el indicador |_NLYMP no aporta informacion sobre el numero de

plaguetas (PLAQ) -modelos P3 y P4 de la Tabla 48-.
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3. |_HB en la explicacién de las Variables Respuesta.

La informacion sobre los niveles de concentracion de hemoglobina
(I_HB) y el sexo resulta significativa para explicar LOGNLYMP aun cuando se
conozca NROAREAS, pero no si se conoce el nivel de linfocitos, como puede
apreciarse en la Tabla 50; en el ultimo caso -modelo L8- NROAREAS aporta
una pequena pero significativa informacién. Como es légico, | HB (y su
interaccidn con sexo) explican en gran parte el valor de HB; cuando se dispone
de esa informacion cualquier otra entre las consideradas resulta redundante.
Los niveles de hemoglobina (I_HB) no contribuyen a explicar PLAQ. El
coeficiente de determinacion de los modelos explicativos de PLAQ en la Tabla

50 sigue siendo muy bajo.

Tabla 50. Contribucién de |_HB a la explicacién de las Variables Respuesta.

FUENTES DE VARIACION
Respuesta Modelo R? -Resultados Test F Parcial-
Sexo Edad |_HB NROAREAS I_NLYMP Sexo*|_HB
LOGNLYMP
L5 012 S S S S
L6 019 S NS S S S
L7 065 NS NS NS S NS
L8 067 NS NS NS S S NS
HB
H5 072 NS NS S S
H6 072 NS NS S NS S
H7 072 NS NS S NS S
H8 072 NS NS S NS NS S
PLAQ
P5 008 S S NS NS
P6 010 S S NS S NS
P7 008 S S NS NS NS
P8 010 S S NS S NS NS

R?=Coeficiente de determinacion.  S=Significativo (a=0'05). NS= No significativo (o=0'05).
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4.]_PLAQ en la explicacién de las Variables Respuesta

A partir de un analisis similar a los recogidos en la Tabla 48, Tabla 49
y Tabla 50 para estudiar la contribucién del factor indicador del numero de
plaquetas (I_PLAQ) en la explicacion de las variables respuesta, se concluye
que es innecesario considerar |_PLAQ en la explicacion de LOGNLYMP y HB.
Sin embargo, el indicador |_PLAQ es capaz de explicar por si mismo el 60%
de la variabilidad del recuento de plaquetas (PLAQ), haciendo innecesaria la

consideracion de otros factores como el sexo, la edad o el numero de areas.

5. Asociacidn entre los factores: NROAREAS, | NLYMP. 1 HB el PLAQ.

Para estudiar la asociacion entre NROAREAS, | NLYMP, | HB e
|_PLAQ, escogimos en este orden uno a uno cada factor, y construimos
diferentes modelos para la transformacién logit de la probabilidad de ser
clasificado en los diferentes niveles de la variable escogida, en funcion de la
edad, el sexo, y el resto de los factores no seleccionados como factor a
explicar. Los modelos fueron implementados mediante el procedimiento
(CATMOD) del paquete estadistico SAS. Los analisis confirman los resultados
obtenidos previamente en los modelos MANOVA; estos resultados se
comentan a continuacion y se resumen en la Figura 44. En esta figura, las
flechas que apuntan hacia cada recuadro indican asociaciones entre variables,
es decir, la necesidad de considerar diferentes factores en el modelo
explicativo de la variable incluida dentro del recuadro.

La probabilidad de presentar valores del recuento de plaquetas en el

intervalo [100-200] es mayor, si se tienen mas de 70 afos.
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Figura 44. Asociacion entre los factores NROAREAS, |_NLYMP, |_HB e |_PLAQ.
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Las mujeres presentan valores de concentracion de hemoglobina (HB)
en los intervalos [100-120] y ]120-130] con mayor probabilidad que los
hombres. Sin embargo, la probabilidad de presentar valores del recuento de
plaquetas (PLAQ) en el intervalo [100-200] es mayor en los hombres, los
cuales tienen valores de linfocitos superiores o iguales a 40 con mayor

frecuencia que las mujeres.

La probabilidad de tener mas de tres areas afectadas (NROAREAS>=3),
es decir, de estar en el estadio B, es mayor si: el numero de linfocitos es
superior o igual a 40, existen niveles bajos de hemoglobina o un recuento de
plaguetas menor de 200. En consecuencia, dicho estadio tiende a estar
formado por individuos con las caracteristicas antes mencionadas. Sin
embargo, los pacientes con niveles de linfocitos inferiores a 40 suelen tener

menos de tres areas afectadas y son clasificados en el estadio A. En el estadio
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A, un 12% de los individuos presenta valores de concentracion de hemoglobina
por debajo del limite inferior del intervalo considerado “normal” para su sexo;
el 40% tiene un recuento de plaquetas en el intervalo [100-200]; mientras que
so6lo un 6% presentan valores de concentracion de hemoglobina y recuento de
plaquetas simultdneamente bajos.

La explicacion de |_HB precisa la inclusion en el modelo de |_PLAQ 'y
viceversa, solo si NROAREAS no esta en el modelo. Cuando aceptamos el
numero de areas como variable explicativa, la situacion es la descrita en la
Figura 44. Por consiguiente, la inclusion del sexo, edad y numero de areas
hace innecesaria la consideracion de |_HB en la explicacion de la probabilidad
de presentar diferentes niveles iniciales de plaquetas (I_PLAQ). Tampoco es
necesario incluir en el modelo |_PLAQ, si consideramos sexo, NROAREAS e

| NLYMP en la explicacion de |_HB.

6. Los niveles iniciales |_HB e |_PLAQ en relacién con ZONA.

En los pacientes con concentracion de hemoglobina (HB) y numero de
plaquetas (PLAQ) superiores a 100 -clasificados en los estadios A y B- el
indicador de hemoglobina (I_HB) incluye dos niveles con hemoglobina
“anormal” para los hombres -por debajo de 130 g/l-, pero sdélo un nivel para las
mujeres -por debajo de 120 g/I-. Parece razonable la exploracion de lo que
significan los niveles de HB “normales” y “anormales” dentro de cada sexo. En
relacién con el modelo H5 (Tabla 50) se tienen dos grados de libertad menos,
lo que repercute en un 8% de la varianza total de HB. A pesar de todo, con

menos grados de libertad todavia se explica un 64% de la varianza y las clases

206



correspondientes mantienen un interés clinico particular con analogo sentido
en los hombres y las mujeres.

Aunque en los pacientes de los estadios A o B la correlacion -total- entre
HB y PLAQ no es significativamente diferente de cero, el test de la % rechaza
la independencia entre los niveles iniciales de concentracion de hemoglobina
-"normal” y “anormal’- y recuento plaquetario -[100-200], >200- (p=0'003).
Como acabamos de exponer en el apartado anterior, la inclusién en los
modelos de diferentes variables puede hacer innecesario considerar la
asociacion entre dichos niveles iniciales; sin embargo, es importante tener en
cuenta que esta asociacion podria estar relacionada con diferentes patrones

de evolucion de las variables respuesta.

Tabla 51. Muestra E: Distribucion de ZONA condicionada al Estadio pronéstico.

% ZONA

Estadio 5 6 8 9
A 5'86 6'28 34'31 53'56
B 28'57 879 36'26 26'37

El factor ZONA considera la distribucion conjunta segun los niveles
iniciales de concentracion de hemoglobina y plaquetas (Tabla 51). En los
estadios A y B las localizaciones, zonas o niveles se restringen a: 5,6, 8y 9.
Los individuos en zona nueve presentan niveles de hemoglobina y plaquetas
compatibles con la “normalidad” clinica, mientras que los individuos en la zona
cinco tienen concentracion de hemoglobina y recuento plaquetario “anormales”.
Los pacientes en zona seis y ocho presentan valores “anormales” de

hemoglobina o plaquetas respectivamente.
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Cuando ajustamos el modelo MANOVAS a los individuos en estadio A
o B, se confirma que el factor ZONA no es necesario en la explicacion de
LOGNLYMP, y que tampoco es necesaria la interaccion ZONA*Sexo para
explicar HB. Sin embargo, el estadistico test de este ultimo contraste presenta
un valor en el limite de la significacion (p=0'0633). Los test MANOVA -Lambda
de Wilks- confirman, que a excepcion de la edad (p=0'5408), todos los demas
factores (sexo, NROAREAS, | NLYMP y ZONA) son necesarios en la
explicacion conjunta de las tres variables respuesta.

El modelo logit para explicar la probabilidad de localizarse en cada zona
necesita incluir como factores explicativos el sexo, el numero de areas
(NROAREAS) y los niveles iniciales de linfocitos (I_NLYMP). La probabilidad
de localizacion en la zona cinco es significativamente mayor cuando se
pertenece al grupo de hombres. La localizacion en las zonas cinco seis u ocho
es significativamente menos probable cuando NROAREAS<3. Si el numero de
linfocitos es menos de 40, la probabilidad de estar localizado en la zona cinco
es menor.

En el andlisis de evolucién de los capitulos 7 y 8 incluiremos el factor
ZONA, para estimar las pendientes de las respuestas en cada una de las
localizaciones o niveles (5, 6, 8 y 9). Tomaremos como clase de referencia a
los pacientes localizados en la zona nueve, debido a que presentan
concentraciones de hemoglobina y recuento de plaquetas compatibles con la
normalidad clinica. Sélo incluiremos la interaccion ZONA*Sexo, cuando sea

necesaria en la explicaciéon de HB -test F parcial significativo-.
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Capitulo 7.

Analisis de la Evolucion en la Muestra de

Exploracion.
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El analisis del balance inicial ha permitido poner de manifiesto
diferencias y asociaciones en las caracteristicas de los pacientes al comienzo
del seguimiento. El objetivo del estudio de la evolucion en la muestra E es
la investigacion del efecto que dichas diferencias y asociaciones tienen
sobre la evolucién de las variables respuesta -LOGNLYMP, HB, PLAQ-. En
otras palabras, lo que nos interesa es estudiar la relacién de las respuestas
con el tiempo y la identificacion de diferentes patrones de evolucién
-pendientes de la recta de respuesta en el tiempo-, relacionados con la
informacion recogida en el balance inicial. El analisis se realiza sobre dos

cohortes de pacientes incluidos en el ensayo LLC-80.

La primera cohorte esta compuesta por los pacientes de la muestra de
exploracion que fueron clasificados en el estadio pronéstico A (Binet et. al.
1981). En la segunda cohorte se incluyen los individuos clasificados en el
estadio B. En estas cohortes podemos estudiar el efecto del tratamiento

asignado aleatoriamente (RAND) sobre la evolucion de las variables respuesta.

Segun se ha comentado en el capitulo 4, el estudio de la evolucion de
los pacientes, en cada cohorte, consiste en la seleccion de un modelo
jerarquico para explicar cada una de las variables respuesta. La seleccién
se realiza en dos fases. En la primera se busca el modelo para la covarianza
de la respuesta, contrastando la homocedasticidad por tratamiento (RAND) de
los diferentes componentes de la varianza -parametros- incluidos en las

matrices A y R,. La segunda fase consiste en la seleccion de los factores
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relacionados con la evoluciéon media de la variable respuesta, partiendo de un
modelo maximo inicial, mediante un proceso de eliminacién (backward) basado
en tests estadisticos -tests F parcial- que contrastan si la consideracion en el
modelo de cada factor explicativo ayuda a predecir el valor de la variable
respuesta, cuando el resto de factores -explicativos- estan todavia en el

modelo.

El modelo maximo inicial contendra, ademas del tiempo (T), todos los
factores explicativos considerados en el modelo MANOVAS3 -el sexo, la edad
el numero de areas, |_NLYMP y ZONA-, el tratamiento recibido (RAND) y las
interacciones de primer orden entre cada factor explicativo y el tiempo (T).
Consideraremos también la inclusion en el modelo maximo de todas las
interacciones de primer orden entre el resto de factores y el tratamiento, asi
como la correspondiente interaccion de segundo orden con el tiempo (T); de
estas ultimas, sélo incluiremos en el modelo maximo inicial aquellas en las que

resulte, para el test parcial, un nivel de significacion, p, menor de 0'10.

El modelo seleccionado conlleva un conjunto de hipétesis sobre la
evolucion de la respuesta que, posteriormente, contrastaremos con los
datos de la muestra C. Denominamos los modelos jerarquicos con las letras
mayusculas M y J seguidas de un guion (MJ_); después afadimos la letra
inicial de la variable respuesta a explicar por el modelo: L, H o P; por ultimo,
dos numeros separados por un punto indican la cohorte de pacientes y el

orden correlativo de los modelos estudiados en el proceso de seleccion.
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|. ESTUDIO DE LA EVOLUCION EN EL ESTADIO PRONOSTICO A.

La cohorte de individuos de la muestra de exploracion clasificados en el
estadio A de Binet et al. (1981) esta formada por 247 pacientes, sobre los que
se han efectuado 1.221 observaciones o balances hematolégicos. La
clasificacion en el estadio A implica un mismo nivel de afectacion del nimero
de areas -NROAREAS<3-, restringiendo la localizacion de los pacientes a las
zonas 5, 6, 8 y 9 segun los niveles de concentracion de hemoglobina y numero

de plaquetas en el balance inicial.

En esta cohorte, la asignacién aleatoria del tratamiento permite la
comparacién de la evolucion de los pacientes mientras permanecieron en
abstencion terapéutica (136 pacientes) o fueron tratados con clorambucil (111
pacientes). A pesar de la asignacion aleatoria, se encuentra diferencia
significativa en la media de LOGNLYMP en el balance inicial de ambos grupos
de tratamiento (p=0'0327), admitiendo varianzas iguales (p=0'3294). La media
de LOGNLYMP en los pacientes tratados con clorambucil (2'93) es ligeramente
superior a la de los pacientes en abstencién (2'74). Ninguno de los contrastes
de igualdad de varianzas y medias realizados sobre las otras variables a

explicar -HB y PLAQ- resultaron significativos (p>0'10) en el balance inicial.

El modelo maximo inicial no incluye el factor NROAREAS debido a que
todos los pacientes tienen el mismo nivel de afectacién, pero incluye el
tratamiento administrado (RAND) y las interacciones entre el tiempo de

evolucion (T) y el resto de los factores explicativos ya mencionados.
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A. Evolucién del Logaritmo del Numero de Linfocitos (LOGNLYMP).

El modelo Jerarquico para explicar LOGNLYMP supone una relacién
lineal intraindividual entre la variable respuesta y el tiempo de seguimiento (T),
pudiéndose calcular un término independiente (a) y una pendiente (b)
diferentes para cada individuo en la cohorte. Comprobamos dicha suposicion
mediante la realizacion de diagramas de dispersion intraindividuales
-LOGNLYMP frente a T para cada individuo i-. La suposicién resulta aceptable
en los pacientes en abstencion terapéutica. Sin embargo, las personas tratadas
con clorambucil presentan un valor muy alto de LOGNLYMP en el balance
inicial, que resaltaba con respecto al resto de observaciones efectuadas una
vez comenzado el tratamiento y donde la linealidad era aceptable de nuevo.
Por esta razén, se ha tenido en cuenta el valor de |la primera observacion para
construir los niveles iniciales del numero de linfocitos (I_NLYMP), pero se
prescinde de ella en el ajuste de los modelos intraindividuales de los pacientes
tratados. Resulta obvio entonces que encontraremos un descenso significativo
en la media de los términos independientes de los pacientes tratados con
clorambucil respecto a los sujetos en abstencién terapéutica. Consideraremos
que la diferencia entre las estimaciones de LOGNLYMP al inicio del
seguimiento (t,) con cada procedimiento terapéutico, estima el descenso del

numero de linfocitos poco después de iniciado el tratamiento.
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Se han contrastado diferentes modelos para la covarianza de
LOGNLYMP mediante el test de la razén de verosimilitudes (TRV), partiendo
del modelo con matrices A y R ; diferentes segun el tratamiento
administrado. Ninguno de los modelos ensayados resulté ser mas apropiado
que el de partida (a=0'05). La estimacion de los parametros del modelo de
covarianza de LOGNLYMP realizada por el método de maxima verosimilitud
restringida, y los contrastes realizados a partir de las estimaciones (Tabla 52),
permiten apreciar la existencia de variabilidad significativa («=0'05) en el
término independiente y la pendiente de los modelos lineales intraindividuales.

La variabilidad es siempre mayor entre los pacientes tratados con clorambucil.

Tabla 52. Estadio A: Modelo para la Covarianza de LOGNLYMP.

Error Intervalo de Z para H:

Parametro Estimacion Std Confianza (95%) Parametro=0 Prob>|Z|
Clorambucil 2 ( a) 1'0381 01895 0'6667 1'4096 5'48 0'0000
o (a, b) -0'0090 0'0049 -0'0187 0'0007 -1'83 0'0679

o2 (b) 0'0007 0'0002 0'0004 0'0011 373 0'0002

Abstencion 2 ( g) 01756 0'0342 0'1086 02428 513 0'0000
o (a, b) 0'0009 0'0013 -0'0016 0'0035 0'73 0'4629

o2 (b) 0'0003 0'0001 0'0002 0'0006 323 0'0013

Clorambucil 52 01974 0'0164 01652 0'2297 12'00 0'0000
Abstencion 2 01596 0'0123 0'1353 0'1839 12'87 0'0000
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No se puede rechazar la hipotesis de que la covarianza entre ay b sea
igual a 0 en ningun caso, pero su signo entre los tratados con clorambucil
podria estar relacionado con la existencia de pendientes mas positivas a
medida que los términos independientes son mas bajos. Esto podria significar
que LOGNLYMP aumenta mas rapidamente, cuanto menor es el nivel de

linfocitos alcanzado tras el inicio del tratamiento con clorambucil.

También existe diferencia por tratamiento en el componente de la
varianza considerado constante en todas las observaciones (o). Dicho
componente es también mas elevado entre los pacientes que toman

clorambucil.

En la Tabla 53 resumimos el proceso de seleccion de los factores que
debe considerar el modelo para explicar la evolucion de LOGNLYMP en el
estadio A. Como esperabamos, existe una diferencia significativa por
tratamiento (RAND) en la media de los términos independientes de los modelos
intraindividuales. Pero ademas, dicha media es significativamente diferente
entre los pacientes segun el nivel del numero de linfocitos (I_NLYMP), dada la
interaccion entre RAND y | _NLYMP. La interaccion de segundo orden con T
identifica patrones de evolucion diferentes -diferencias significativas en las
pendientes- del logaritmo del numero de linfocitos, en las clases definidas

conjuntamente por RAND y |_NLYMP.
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Tabla 53. Estadio A: Seleccién de factores asociados con la evolucion de LOGNLYMP.

Prob>F -tests F parcial-

Fuente MJ_L1.1 MJ_L1.2 MJ_L1.3 MJ_L1.4 MJ_L1.5 MJ_L1.6 MJ_L1.7 MJ_L1.8 MJ_L1.9
SEXO 0'9689 0'9351 0'9352 0'9352 0'9352 0'9292 ' ' '
EDAD 0'3359 0'3372 02487 0'2487 0'2487 02559 02437 :
|_NLYMP 0'0001 0'0001 0'0001 0'0001 0'0001 0'0002 0'0002 0'0001 0'0002
ZONA 0265 01276 01301 01301 01301 00721 0'0610 00706 '
RAND 0'0000 0'0000 0'0000 0'0000 0'0000 0'0000 0'0000 0'0000 0'0000
T 0'7635 07600 0'8231 0'8231 0'8231 0'9341 0'9329 0'9211 0'9568

T*SEXO 0'8860 ' ' ' ' ' ' ' '
T*EDAD 0'8054 07846 ' ' ' ' ' '
T*_LNLYMP = 04233 04187 0'4280 ' ' ' ' ' '
T*ZONA 02637 02584 02602 02602 02602 ' ' ' '
T*RAND 02768 02765 02854 0'2854 ' ' ' ' '
I_NLYMP*RAND

0'0048 00047 0'0051 0'0051 0'0051 00037 0'0036 0'0025 0'0025
T*I_NLYMP*RAND

0'0926 00922 0'0792 0'0732 0'0166 0'0493 0'0491 0'0494 0'0482

El resultado no significativo del test parcial correspondiente al tiempo en
el modelo MJ_L1.9 se debe a que el contraste considera el efecto del tiempo
(T) de forma ortogonal a los efectos de la interaccion de segundo orden entre
T, _NLYMP y RAND, mientras que el resultado significativo del test recogido
en la Tabla 54 es debido a que dicho test no considera los efectos de la

interaccion.

En la Tabla 54 se presentan las estimaciones y contrastes de los

efectos del modelo MJ _L1.9 para la evolucion de LOGNLYMP en el estadio A.
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Tabla 54. Estimacion y Contraste de los efectos del modelo para LOGNLYMP (MJ_L1.9).

Intervalo de T para Hy:
Parametro Estimacion  Error Std Confianza (95%) Parametro=0 Prob>|T|
INTERCEPT 2'6266 0'0489 2'5305 2'7226 53'67 0'0000
[_NLYMP >=80 2'1450 0'3173 1'56223 2'7677 6'76 0'0000
[40-80[ 1'2996 0'1824 0'9417 1'6575 712 0'0000
<40 0'0000 ' ' ' ' '
RAND Clor. -1'5476 01322 -1'8070 -1'2883 -11'71 0'0000
Abst. 0'0000 ' ' ' ' '
T 0'0101 0'0026 0'0050 0'0152 3'89 0'0001
I[_NLYMP*RAND
>=80 Clor. -1'6616 0'9567 -3'5388 0'2156 -1'74 0'0827
>=80  Abst. 0'0000 ' ' ' ' '
[40-80[ Clor. -1'2535 0'4067 -2'0515 -0'4554 -3'08 0'0021
[40-80[  Abst. 0'0000 ' ' ' ' '
<40 Clor. 0'0000 ' ' ' ' '
<40  Abst. 0'0000 ' ' ' ' '
T*I_NLYMP*RAND
>=80 Clor. 0'0171 0'0373 -0'0562 0'0904 0'46 0'6470
>=80  Abst. -0'0522 0'0239 -0'0990 -0'0053 -2'19 0'0291
[40-80[ Clor. -0'0180 0'0115 -0'0406 0'0046 -1'56 01180
[40-80[  Abst. -0'0001 0'0100 -0'0197 0'0195 -0'01 0'9924
<40 Clor. -0'0100 0'0048 -0'0193 -0'0006 -2'08 0'0374
<40  Abst. 0'0000 ' ' ' ' '

218



La estimacion de la media de la variable respuesta LOGNLYMP al
comienzo del seguimiento es mas baja para los pacientes tratados con
clorambucil. Esto es debido al fuerte descenso en el nivel de linfocitos después
de comenzar el tratamiento, y a la forma en que se ha construido el modelo.
Dicho descenso es diferente segun los niveles de |_NLYMP. En general,
resulta que el descenso inicial es mas acusado cuando los niveles de |_NLYMP

son mas elevados.

Tras el descenso inicial, los niveles de LOGNLYMP permanecen
estables en los individuos tratados con un nivel de linfocitos de partida inferior
a 40, e incluso parecen descender, cuando el nivel inicial esta en el intervalo
[40-80[. Sin embargo, la pendiente de evolucion de los individuos no tratados
es positiva y practicamente idéntica en ambos grupos, aumentando los

linfocitos en el tiempo.

Existen cinco pacientes con mas de 80 x 10° linfocitos / litro en el estadio
A, por lo que no se pueden realizar afirmaciones rotundas sobre la evolucion
en dichos individuos. Los resultados parecen sefalar una caida inicial muy
importante en el numero de linfocitos de los pacientes tratados, acompanada
de un lento aumento posterior. Por el contrario, los pacientes en abstencion y
con nivel de linfocitos mayor de 80 presentan una pendiente de evolucién

negativa, con descenso en el numero inicial de linfocitos.
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En la Figura 45 se presenta la evolucion media de LOGNLYMP segun
el modelo MJ_L1.9, distinguiendo el nivel inicial del numero de linfocitos y el
tratamiento administrado a los pacientes. Sefialamos con el numero uno las
rectas cuya pendiente no es significativamente diferente de la correspondiente

a la clase de referencia (NLYMP<40 en abstencion terapéutica).

Figura 45. Estadio A: Evolucion Media de LOGNLYMP (MJ_L1.9).
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[40-80[ y Clor.

>=80 y Abst.

>=80 vy Clor.

Tiempo de Seguimiento (T)

(1) indica que no existe diferencia significativa con la pendiente de la clase de referencia.
(2) indica diferencia significativa con la pendiente de la clase de referencia.

Para comprobar si son aceptables las suposiciones de normalidad,
homocedasticidad, e independencia condicionada, en las que se basa el
modelo jerarquico MJ_L1.9, realizamos diagramas de normalidad (Figura 46)
y de dispersion del residuo frente a la predicciéon (Figura 47) y el tiempo de

seguimiento (Figura 48).
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La correlacion entre los cuantiles observados en la muestra de residuos

y los de la distribucién normal es de 0'95 (Figura 46), no obstante el contraste

de normalidad resulta significativo.

Figura 46. Normalidad del Residuo de MJ_L1.9 para la evolucion de LOGNLYMP

Normal Q-Q Plot del Residuo (MJ_L1.9)

Cuantiles en la Distribucion Normal
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-3 -2 -1 o] 1 2

Cuantiles Observados en la Muestra de Residuos

Aparte de algunas observaciones que pueden ser consideradas

“outliers”, el diagrama de dispersién de los residuos frente a la prediccion del

modelo MJ_L1.9 no nos permite apreciar ningun patrén definido claramente y

asociado con heterocedasticidad. Lo mismo ocurre con la representacion del

residuo frente al tiempo de seguimiento.
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Figura 47. Dispersion del Residuo frente a la Prediccion de LOGNLYMP (MJ_L1.9).
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Figura 48. Residuo frente al Tiempo de Seguimiento (MJ_L1.9).
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B. Evolucién de la Concentracion de Hemoglobina (HB).

Los diagramas de dispersion permiten comprobar que la linealidad de
los modelos intraindividuales resulta aceptable, independientemente del
tratamiento administrado. Contrastamos distintos modelos para la covarianza
de HB utilizando el test para la razén de verosimilitudes (TRV), partiendo del
modelo con matrices A y R, diferentes por tratamiento (RAND). La covarianza
de los términos independientes y las pendientes de los modelos
intraindividuales no resulta diferente de cero en ninguno de los grupos de
tratamiento, por lo cual estimamos un nuevo modelo sin esos parametros. El
TRV para este modelo no resulta significativo («=0'05) y en consecuencia no
incluimos o(a, b) en el modelo. La estimacién de los parametros del modelo

seleccionado se recoge en la Tabla 55.

Tabla 55. Estadio A: Modelo para la Covarianza de HB.

Parametro Estimacion Error Std Intervalo de Z para H: Prob>|Z|
Confianza (95%) Parametro=0

Clorambucil o2 (a) 37'8443 10'2128 17'8275 57'8612 3'71 0'0002
G2 (b) 0'0529 00178 0'0180 0'0880 2'97 0'0030

Abstencion o2 (a) 70'2586 12'4619 45'8337 94'6837 5'64 0'0000
G2 (b) 0'0901 00271 0'0369 0'1435 3'32 0'0009

Clorambucil &2 97'2494  6'7074 84'1031 110'3959 14'50 0'0000
Abstencién G2 54'8972  4'0385 46'9819 62'8126 13'59 0'0000
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Los contrastes realizados nos permiten afirmar que existe una variabilidad
significativa en los términos independientes (a) y las pendientes (b) de los
modelos lineales intraindividuales. El tratamiento con clorambucil disminuye la
variabilidad de los primeros, pero aumenta el componente de la varianza de HB
considerado constante en todas las observaciones (c°). La variacion de las

pendientes puede no ser diferente segun el tratamiento.

En la Tabla 56 resumimos el proceso de seleccién de los efectos fijos
que deben considerarse en el modelo de evolucion de la concentracion de

hemoglobina en los pacientes clasificados en el estadio A.

Tabla 56. Estadio A: Seleccion de factores asociados con la evolucién de HB.

Prob>F -tests F parcial-
Fuente MJ_H1.1 MJ_H1.2 MJ H1.3 MJ_H14 MJ_H15 MJ H1.6 MJ H1.7 MJ H1.8 MJ H1.9 MJ_H1.10
SEXO 0'0000 0'0000 0'0000 0'0000 0'0000 0'0000 00000 0'0000 0'0000 0'0000
EDAD 0'5964 0'5865 0'5151 04950 04950 0'1362 01362 0'1414 01505
I_NLYMP 0'9062 0'7725 0'8143 (0'8156 0'8156 0'8299 0'8299 : :
ZONA 0'0000 0'0000 0'0000 0'0000 00000 00000 00000 00000 0'0000 0'0000
RAND 0'0510 0'0436 0'1402 01409 01409 0'1427 01427 01526 ' :
T 0'1819 00271 00252 00183 00183 00065 00065 00068 00071 0'0074
T*SEXO 0'4600 0'4589 04554 : : ' ' ' '
T*EDAD 0'1158 01258 01325 01527 01527 ' ' ' ' '
T*I_NLYMP 0'8803 ' ' ' ' ' ' ' '
T*ZONA 0'4525 03413 0'3652 03650 ' ' ' ' ' '
T*RAND 0'3063 0'3261 0'1417 01379 01378 01108 ' : : '
ZONA*RAND 0'5821 0'5507 ' ' ' ' ' ' ' '
T*ZONA*RAND 0'0850 0'0858 0'0868 00796 0'0215 0'0162 00252 00258 0'0286 0'0248
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Existen diferencias significativas en la media de los términos independientes
de los modelos intraindividuales segun el sexo y la localizacion del paciente por
ZONA. Ademas, el modelo seleccionado considera que la interaccion entre la
ZONA vy el tratamiento asignado (RAND) identifica diferentes patrones de

evolucion de la concentracién de hemoglobina.

En la Tabla 57 se encuentran las estimaciones de los efectos fijos
-parametros- del modelo jerarquico MJ_H1.10 para la evolucion de HB en los

pacientes clasificados en el estadio A.

Tabla 57. Estimacion y Contraste de los efectos del modelo para HB (MJ_H1.10).

Intervalo de T para H,:
Parametro Estimacion Error Std  Confianza (95%) Parametro=0 Prob>|T|
INTERCEPT 136'7393 1'1086 134'5642 138'9144 123'34 0'0000
SEXO Hombre  11'2990 1'2358 8'8744 13'7235 9'14 0'0000
Mujer 0'0000 ' ' ' ' !
ZONA 5 -25'7106 3'0763 -31'7462 -19'6750 -8'36 0'0000
6 -23'1909 2'7875 -28'6599 -17'7218 -8'32 0'0000
8 -0'9076 1'3983  -3'6511 1'8359 -0'65 0'5164
9 0'0000 ' ' ' ' '
T -0'1683 0'0535 -0'2733 -0'0634 -3'15 0'0017
T*ZONA*RAND
5 Clor. 0'3662 0'1707 0'0312 07012 2'14 0'0322
5 Abst. -0'0959 0'3568 -0'7960 0'6041 -0'27 0'7881
6 Clor. 0'3076 0'1871 -0'0596 0'6747 1'64 0'1005
6 Abst. -0'2777 0'2084 -0'6866 01312 -1'33 0'1830
8 Clor. -0'1516 0'0750 -0'2986 -0'0004 -2'02 0'0437
8 Abst. -0'0926 0'0836 -0'2565 0'0714 -1"11 02681
9 Clor. -0'0585 0'0703 -0'1964 0'0794 -0'83 0'4054
9 Abst. 0'0000 ' ' ' ' '
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La pendiente de evolucién de HB en los pacientes localizados inicialmente en
la ZONA 9 y sin tratamiento es negativa. La concentracion de hemoglobina
disminuye con el tiempo, no existiendo diferencia significativa entre las
pendientes segun el tratamiento; sin embargo, el descenso estimado de la
hemoglobina es mas rapido en los individuos tratados con clorambucil. Algo
muy similar ocurre con los pacientes localizados en ZONA 8. Aunque no existe
diferencia significativa entre las pendientes de los individuos tratados con
clorambucil y los que permanecen en abstencion terapéutica, el descenso es

mas acusado entre los tratados.

La situacion cambia de manera importante cuando consideramos los
pacientes localizados en zona 5 y 6. En estos pacientes el tratamiento invierte
el signo de la pendiente, aunque en la zona seis la diferencia no es
significativa. Para la zona cinco, la media de la pendiente de evolucién de los
individuos tratados con clorambucil es significativamente diferente de la

correspondiente a los individuos en abstencion terapéutica.

En la Figura 49 representamos la evolucién de la media de HB segun
el modelo MJ_H1.10, distinguiendo la localizacion inicial de los pacientes por
ZONA y el tratamiento administrado RAND. La representacién corresponde al
sexo femenino. En los hombres sélo hay que sumar 11'3 en el instante inicial,

porque las pendientes son iguales por sexo. Las pendientes de las rectas
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sefaladas con el numero (1) no son significativamente diferentes de la
correspondiente a la clase de referencia (zona nueve en abstencién

terapéutica).

(Figura 49. Estadio A: Evolucion Media de HB en las mujeres (MJ_H1.10).
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1) indica que no existe diferencia significativa con la pendiente de la clase de referencia.
(2) indica diferencia significativa con la pendiente de la clase de referencia.

Estudiamos la normalidad de los residuos -diferencia entre el valor
observado de HB y la prediccion- del modelo jerarquico seleccionado
(MJ_H1.10) comparando los cuantiles, mediante el diagrama de la Figura 50.
Los tests de normalidad realizados sobre el residuo resultan significativos
(2=0'10); la correlacion entre los cuartiles observados en la muestra de

residuos y los cuartiles de la distribucion normal es 0'95.
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Figura 50. Estadio A: Normalidad del Residuo en el Modelo MJ_H1.10.
Normal Q-Q Plot del Residuo
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Los diagramas de dispersion de los residuos del modelo MJ_H1.10
frente a la prediccion de HB (Figura 51) y el tiempo de seguimiento (Figura 52)
no muestran ningun patrén claro de heterocedasticidad o correlacion entre los
residuos y el tiempo. Sin embargo, podemos apreciar cinco observaciones con
valores muy extremos, que son “outliers”, y que ya se detectaban en la Figura
50. Las estimaciones del modelo no se ven afectadas cuando prescindimos de

ellas.
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Figura 51. Estadio A: Dispersion del Residuo frente a la Prediccion de HB (MJ_H1.10).
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Figura 52. Estadio A: Residuo frente al Tiempo de Seguimiento (MJ_H1.10).
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C. Evoluciéon del Numero de Plaquetas (PLAQ)

Los diagramas de dispersion realizados permiten considerar razonable
la suposicion de linealidad de los modelos intraindividuales para PLAQ en

ambos grupos de tratamiento.

El primer modelo para la covarianza, en los individuos de la cohorte de
pacientes clasificados en el estadio A, considera matrices A y R, diferentes en
cada grupo de tratamiento. Los parametros de covarianza entre el término
independiente (a) y la pendiente (b) de los modelos lineales intraindividuales
-0 (a, b)- no resultan significativamente diferente de 0 (=0'05). Admitido que
dichos parametros son iguales a cero, se contrasta la homocedasticidad para
A en los dos grupos de tratamiento con resultado no significativo. La Tabla 58
recoge las estimaciones de los parametros y contrastes correspondientes para
el ultimo modelo, que resulta ser el mejor de los contrastados mediante el TRV.
Es interesante resaltar la existencia de variabilidad importante en a y b en
dichos modelos intraindividuales. Ademas, el componente de la varianza de
PLAQ (c°) considerado constante en el tiempo es mayor en los individuos
tratados con clorambucil, lo cual significa que el tratamiento incrementa la

variabilidad de PLAQ.
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Tabla 58. Estadio A: Modelo para la Covarianza de PLAQ.

Parametro Estimacion Error Std Intervalo de ZparaH,  Prob>|Z|
Confianza (95%) Parametro=0

c?(a) 1582'0938 197'6207 1194'76 1969'42 8'01 0'0000

c2(b) 08564 02101 04445 1'2684 4'08 0'0000

Clorambucil - 52 1552'4415 105'9239 1344'83 176004 14'66 0'0000

Abstencion 2 1169'9703  81'7224 1009'79 1330'14 14'32 0'0000

El modelo para la evolucion del numero de plaquetas se ha seleccionado
con los criterios previamente expuestos. La Tabla 59 resume el proceso de
seleccién. El unico factor que define patrones diferentes de evolucién -medias
de la pendiente en el tiempo significativamente diferentes- es la localizacion de

los pacientes segun el factor ZONA.
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En la Tabla 60 se encuentran las estimaciones y contrastes de los
parametros del modelo MJ_P1.12, seleccionado para explicar la evolucion de
PLAQ en los pacientes del estadio A. Al comienzo del seguimiento, la media
de PLAQ es mas alta en los pacientes localizados en las zonas 6 y 9, respecto
a los pacientes en zonas 5 y 8, lo que es l6gico segun la definicion de las
zonas. Existe ademas un efecto significativo del tratamiento sobre dicha media,
que la situa siempre en valores mas bajos entre los individuos tratados con
clorambucil, lo que permite interpretar que el clorambucil disminuye el recuento

plaquetario antes de la primera revision o balance de seguimiento.

Tabla 60. Estimacion y Contraste de los efectos del modelo para PLAQ (MJ_P1.12).

Intervalo de Confianza T para Hy:

Parametro Estimacion Error Std (95%) Parametro=0 Prob>|T|
INTERCEPT 262'2507 51132 252'2187 272'2827 51'29 0'0000
ZONA 5 -82'3361 14'8953 -111'5600 -53'1117 -5'53 0'0000
6 7'5106 135214  -19'0182 34'0394 0'56 0'5787
8 -91'8469 6'8631 -105'3120 -78'3816 -13'38 0'0000

9 0'0000 ! ' ' ! !
RAND Clor.| -17'8936  6'0008 -29'6671 -6'1201 -2'98 0'0029

Abst. 0'0000 ! ' ' ! !
T -0'8762  0'1468 -1'1643 -0'5881 -5'97 0'0000
T*ZONA 5 0'3248  0'6347 -0'9204 1'5700 0'51 0'6089
6 -1'3492  0'5814 -2'4898 -0'2085 -2'32 0'0205
8 09180  0'2319 0'4630 1'3729 3'96 0'0001

9 0'0000 ! ' ' ' '

La media del numero de plaquetas de los pacientes localizados en la

ZONA 9 inicial disminuye con el tiempo, con pendiente que no se diferencia de
la que presentan los individuos localizados de ZONA 5, pero que es

significativamente diferente de la que presentan los individuos de zona 6 u 8.

233



En la ZONA 8 se puede hablar de estabilidad del numero de plaquetas en el
tiempo, mientras que la caida de plaquetas es muy importante entre los

individuos localizados en ZONA 6.

En la Figura 53 se presenta la evolucion de la media de PLAQ de
acuerdo al modelo MJ_P1.12, segun la localizacion inicial de los pacientes por
el factor ZONA vy el tratamiento seguido, pudiéndose constatar la evolucién
paralela de la media de PLAQ en los pacientes, hayan sido estos tratados o no,
pero la recta de evolucion correspondiente a los individuos tratados con
clorambucil se situa siempre en valores inferiores. Las pendientes de las rectas
senaladas con el numero (1) no son significativamente diferentes de la

correspondiente a la clase de referencia.

Figura 53. Estadio A: Evolucion Media de PLAQ (MJ_P1.12).
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(1) indica que no existe diferencia significativa con la pendiente de la clase de referencia.
(2) indica diferencia significativa con la pendiente de la clase de referencia.
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Los tests de ajuste a la normal efectuados sobre el residuo -diferencia
entre el valor observado de PLAQ y la prediccion- resultan ser significativos
(=0"10). EI diagrama de normalidad se presenta en la Figura 54; la
correlacién entre los cuantiles observados en la muestra y los cuantiles

correspondientes de la distribucién normal es 0'99.

Figura 54. Normalidad del Residuo del Modelo MJ_P1.12.
Normal Q-Q Plot del Residuo
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Los diagramas de dispersion del residuo correspondiente al modelo
MJ_P1.12 se representan frente a la prediccion (Figura 55) y el tiempo de
seguimiento (Figura 56), para diagnosticar la posible heterocedasticidad de la
varianza de PLAQ. No se aprecian patrones de heterocedasticidad ni tampoco

de correlacién entre los residuos y el tiempo de seguimiento.
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Figura 55. Residuo frente a la Prediccion de PLAQ (MJ_P1.12).
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Il. ESTUDIO DE LA EVOLUCION EN EL ESTADIO PRONOSTICO B.

La cohorte de individuos de la muestra de exploracién clasificados en el
estadio B de Binet et al. (1981) esta formada por 92 pacientes, sobre los cuales
se han efectuado 369 observaciones o balances hematoldgicos. Estos
pacientes se caracterizan por presentar una afectacién de 3 o mas areas
-NROAREAS>=3-, con unos niveles de HB y PLAQ superiores a 100 en ambos
casos. Esto ultimo provoca la restriccion en la localizacién de los pacientes
segun el factor explicativo ZONA, que s6lo puede tomar los valores 5,6, 8 y 9.
Dicha restriccion ya la habiamos observado en la primera cohorte con los
pacientes clasificados en el estadio A. Ahora, consideraremos también
NROAREAS, con dos clases: los pacientes que tienen tres areas afectadas y

los que presentan afectacion de cuatro o mas.

En esta cohorte, la asignacion aleatoria de tratamiento permite comparar
la evolucion de las variables respuesta entre los pacientes tratados con
clorambucil y COP. No se encuentran diferencias significativas en la media o
la varianza de cada variable respuesta medida en el balance inicial («=0'05),

en los dos grupos de tratamiento.
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A. Evolucién del Logaritmo del Numero de Linfocitos (LOGNLYMP).

Por razones idénticas a las expuestas en el apartado |, no se incluye la
observacion de LOGNLYMP correspondiente al balance inicial. Contrastamos
diferentes modelos para la covarianza de la respuesta utilizando el test de la
razon de verosimilitudes, siendo seleccionado el que se resume en la Tabla 61.
No es necesario en este caso incluir en el modelo parametros diferentes segun
el tratamiento administrado a los pacientes. Ademas, la covarianza entre las
pendientes (b) y los términos independientes (a) de los modelos

intraindividuales puede admitirse que es igual a cero.

Tabla 61. Estadio B: Modelo para la Covarianza de LOGNLYMP.

Parametro Estimacion Error Std Intervalo de ZparaH, Prob>|Z|
Confianza (95%) Parametro=0

c?(a) 1'37987 0'3014 0'7890 1'9708 4'58 0'0000

c2(b) 0'0023 0'0007 0'0009 00037 314 0'0017

G2 023246 0'0290 01755 02894 8'00 0'0000

Existe variabilidad significativa en los términos independientes y las pendientes
de evolucidon en el tiempo. Una estimacion de la desviacion estandar del
logaritmo del numero de linfocitos se puede obtener a partir de la varianza (),
considerada constante en el tiempo e igual para todos los individuos de la

cohorte (0'48) .

En la Tabla 62 se resume el proceso de seleccion de los factores

asociados con la evolucién de LOGNLYMP en los pacientes del estadio B.
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Ninguno de los factores iniciales considerados identifica grupos de pacientes

con diferente patrén de evolucion en el tiempo.

Tabla 62. Estadio B: Seleccién de factores asociados con la evolucion de LOGNLYMP.
Prob > F -partial F test-

Fuente MJ_L21 MJ_L22 MJ_L23 MJ_L24 MJ_L25 MJ_L26 MJ_L27 MJ_L28 MJ_L29 MJ_L2.13
SEXO 0'5470 0'5259 0'5537 0'5449 0'6304 0'3822 0'1588 0'1266 0'1379 '
EDAD 0'1730 0'1485 0'1467 0'1400 0'1514 01372 0'1315 0'1088 0'0997
NROAREAS |0'2055 0'2153 0'2281 0'1863 0'3603 0'3234 0'3117 0'3121 02191 '
I_LNLYMP 0'2624 0'2472 0'2657 0'0983 0'1067 0'1108 0'1185 0'1026 0'0253 0'0366
ZONA 0'6567 0'6993 0'6684 0'6712 0'5982 0'6844 0'6773 0'6957 '
RAND 0'8222 0'8833 0'6934 0'7076 0'6874 0'7132 0'7491 ' ' '

T 0'0001 0'0001 0'0001 0'0001 0'0002 0'0013 0'0003 0'0003 0'0002 0'0003
T*SEXO 0'0682 0'0591 0'0434 0'0444 0'0229 01063 ' ' ' '
T*EDAD 0'6806 ' ' ' ' ' ' ' '
T*NROAREA 0'2451 0'2780 0'3061 01917 ' ' ' ' ' '
TYLNLYMP 0'5175 0'4862 0'4541 ' ' ' ' ' ' '
T*ZONA 02668 0'2402 0'2196 0'1147 0'0594 ' ' ! ' '
T*RAND |0'6764 0'5077 ' ' ' ' ' ' ' '

En la Tabla 63 figuran las estimaciones de los parametros del modelo
seleccionado. La media de LOGNLYMP estimada para el comienzo del
seguimiento solo es significativamente diferente para los individuos con un nivel
de linfocitos igual o superior a 80. Dicha media es similar a la observada en los
pacientes que fueron tratados con clorambucil en el estadio A (Tabla 54). Ello
es debido a que todos los pacientes en el estadio B reciben tratamiento -COP
o Clorambucil-, que provocan un brusco descenso en el numero de linfocitos
que se detecta antes de la primera revisidn; este descenso es similar con
ambos tratamientos. Después LOGNLYMP aumenta, cualquiera que sea el
tratamiento administrado.
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Tabla 63. Estimacion y Contraste de los efectos del modelo para LOGNLYMP (MJ_L2.13).

Parametro Estimacion  Error Std Intervalo de T para Hy: Prob.>|T|
Confianza (95%) Parametro=0
INTERCEPT 0'8959  0'2357 04295 1'3623 3'80 0'0002
I_NLYMP >=80 1'2453  0'4060 04418  2'0487 3'07 0'0026
[40-80[ 0'3892  0'4203 -0'4427 12211 0'93 0'3563
<40 0'0000 ' ' ' ' '
T 0'0310  0'0080 0'0152  0'0469 3'88 0'0002

El test de Shapiro y Wilk (1965) no rechaza la hipotesis de distribucion normal
del residuo del modelo MJ_L2.13 (p= 0'3134). La Figura 57 presenta el
diagrama de normalidad de dicho residuo. La correlacion entre cuartiles

observados y los correspondientes a la distribucion normal es del 0'99.

Figura 57.Normalidad del Residuo (MJ_L2.13) para la Evolucién de LOGNLYMP.
Normal Q-Q Plot del Residuo
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En los diagramas de dispersion del residuo frente a la prediccion del
modelo (Figura 58) y el tiempo de seguimiento (Figura 59) no se aprecian
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patrones de heterocedasticidad o correlacion con el tiempo que pudieran

cuestionar las suposiciones del modelo jerarquico.

Figura 58.Dispersion del Residuo frente a la Prediccion de LOGNLYMP (MJ_L2.13).
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B. Evolucién de la Concentracion de Hemoglobina (HB).

Partiendo del modelo que consideraba diferentes parametros de
covarianza en cada grupo de tratamiento, seleccionamos mediante el TRV el
submodelo resumido en la Tabla 64. La covarianza - (a, b)- entre los términos
independientes y las pendientes de los modelos intraindividuales no es

diferente de 0 (p=0'7755).

Tabla 64. Estadio B: Modelo para la Covarianza de HB.

Parametro Estimacion Error Std Intervalo de ZparaH,  Prob>|Z|
Confianza (95%) Parametro=0
c2(a) 62'1726 17'7624 27'358 96'9865 3'50 0'0005
62 (b) 0'3862 0'1105 01695 0'6029 3'49 0'0005
G2 84'8562 8'6287 67'944 101'768 9'83 0'0000

Los contrastes que figuran en la tabla permiten afirmar que existe variabilidad
en los términos independientes y las pendientes de los modelos
intraindividuales. La estimacion de la desviacion estandar de HB, considerada
constante en el tiempo e igual para todos los pacientes clasificados en B es de

aproximadamente 9 g/ litro.

En la Tabla 65 resumimos el proceso de seleccion de los factores
relacionados con la evolucién de HB en el estadio B, basada en los resultados
de los test parciales realizados sobre los efectos fijos de diferentes modelos

jerarquicos.
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Tabla 65. Estadio B: Seleccion de factores asociados con la evolucion de HB.

Prob > F -partial F test-

Fuente MJ_H21 MJ_H2.2 MJ H23 MJ H24 MJ_H25 MJ_H2.6 MJ_H2.8 MJ_H2.10
SEXO 0'0005 0'0005 0'0005 00006 00017 0'0015 0'0015 0'0006
EDAD 0'3701 0'3698 03746 04590 0'4445 04456 0'4431 ‘

NROAREAS |0'5636 0'65657 05928 05941 06297 0'6307 ' '
[_NLYMP 0'8589 0'8594 0'8599 0'8782 09299 0'8772 ' '

ZONA 0'0000 0'0000 0'0000 0'0000 0'0000 0'0000 00000 0'0000
RAND 0'4684 0'4513 0'4525 0'4551 04372 0'4498 04698 '
T 0'0022 00022 0'0020 0'0017 00014 00011 00011 0'0052

T*SEXO 0'1005 00954 0'0935 0'1244 0'0952 ' ' '
T*EDAD 0'5798 0'5704 (0'5706 ' ' ' ' '
T'NROAREAS 1 (0'8335 0'8355 ° ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
T*I_NLYMP 04680 04516 0'4266 0'4266 ‘ ‘ ‘
T*ZONA 0'0087 00068 0'0061 0'0069 0'02081 0'15180 ° ‘
T*RAND 0'9978 ‘ ‘ ' ‘ ' ‘

El modelo seleccionado (MJ_H2.10) no permite identificar patrones diferentes
de evolucién a partir de los factores explicativos considerados. Es importante
resaltar que en este estadio -B- no existen diferencias significativas en la
evolucion de HB segun el tratamiento administrado a los pacientes (clorambucil

o COP).

En la Tabla 66 figuran las estimaciones y contrastes de los efectos fijos
-parametros- incluidos en el modelo MJ_H2.10 para la evolucidon de la

concentracion de hemoglobina.
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Tabla 66. Estimacion y Contraste de los efectos del modelo para HB (MJ_H2.10).

Parametro Estimacion Error Std Intervalo de Confianza TparaHy::  Prob.>|T|
(95%) Parametro=0

INTERCEPT 136'8374  2'6526 131'6047 142'0702 51'59 0'0000

SEXO Hombre 8'6322  2'4688 3'7621 13'5022 3'50 0'0006
Mujer 0'0000 ' ' ' ' '

ZONA 5 -26'5790 3'0438 -32'5834 -20'5746  -8'73 0'0000

6 -24'7247  4'4184 -33'4407 -16'0086  -5'60 0'0000

8 0'9539  2'8290 -4'6268 6'5345 0'34 0'7364
9 0'0000 ' ' ' ' '

T -0'2745 00951 -0'4622 -0'0868  -2'89 0'0044

La media de la pendiente de evolucion de HB es negativa sea cual sea la

localizacion de los pacientes (ZONA), no diferenciandose demasiado de la

presentada por los individuos clasificados en el estadio A y tratados con

clorambucil, si exceptuamos la evolucion positiva de dichos pacientes en las

Zonas cinco y seis.

En la Figura 60 presentamos el diagrama de normalidad del residuo

-diferencia entre el valor observado y la prediccion- en el modelo MJ_H2.10. La

correlaciéon entre los cuartiles observados en la muestra de residuos y los de

la distribucién normal es del 0'99. El test de Shapiro y Wilks (1965) no permite

rechazar la hipotesis de distribucion normal del residuo (p = 0'2763).
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Figura 60. Normalidad del Residuo en el Modelo MJ_H2.10.
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Los diagramas de dispersién del residuo frente a la prediccion de HB

realizada por el modelo MJ_H2.10 (Figura 61) y frente al tiempo de

seguimiento (Figura 62) no permiten apreciar ningun patrén claro de

heterocedasticidad o correlacién con el tiempo.
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Figura 61. Residuo frente a la Prediccion de HB (MJ_H2.10).
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C. Evolucion del numero de Plaquetas (PLAQ).

Construimos un primer modelo para la covarianza de PLAQ
considerando diferentes matrices A y R, segun el grupo de tratamiento. Los
contrastes realizados mediante el TRV permiten simplificar el modelo,

seleccionando el que se resume en la Tabla 67.

Tabla 67. Modelo para la Covarianza de PLAQ en el Estadio B.

Parametro Estimacion Error Std Intervalo de ZparaH, Prob>|Z|
Confianza (95%) Parametro=0

c?(a) 1261'5033 334'0385 606799 1916'20 378 0'0002

G?(b) 2'1035 12743 -0'3941 4'6013 1'65 0'0988

c*? 1691'7252 172'6492 1353'33 2030'11 9'80 0'0000

Los contrastes de los parametros (Tabla 67) permiten afirmar la existencia de
variabilidad en los términos independientes de los modelos intraindividuales.
La variabilidad en las pendientes de dichos modelos puede ser importante
aunque en esta cohorte no resulta ser significativa (p=0'09). La estimacion de
la desviacion estandar de PLAQ considerada constante en el tiempo e igual

para todos los pacientes de la cohorte es de 41'13 x 10°/ litro.

En la Tabla 68 resumimos el proceso de selecciéon de los factores
asociados con la evolucion del numero de plaquetas en el tiempo. El modelo
seleccionado (MJ_P2.9) incluye, ademas del tiempo T y ZONA, la interaccion
de T con el indicador del numero de linfocitos (I_NLYMP), la localizacion segun
ZONA vy el tratamiento administrado (RAND). Los tres factores identifican

grupos de pacientes con patrones diferentes de evolucion de PLAQ.
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Tabla 68. Estadio B: Seleccion de factores asociados con la evoluciéon de PLAQ.

Fuente MJ_P2.1
SEXO 0'9703
EDAD 0'5970
NROAREAS 0'8087
I[_NLYMP 0'6512
ZONA 0'0000
RAND 0'6749
T 0'0000
T*SEXO 0'4605
T*EDAD 0'3303
T*NROAREAS 0'6859
T*I_NLYMP 0'0043
T*ZONA 0'0203
T*RAND 0'0129

MJ_P2.2
0'9852
0'5983
0'9220
0'6708
0'0000
0'6703
0'0000
0'4879
0'3222
0'0039
0'0120
0'0124

MJ_P2.3
0'7866
0'6519
0'9164
0'6888
0'0000
0'6398
0'0000

0'3952
0'0041
0'0134
0'0146

Prob>F -tests F parciales-

MJ_P2.4
0'7989
0'8860
0'9163
0'7485
0'0000
0'6120
0'0000

0'0075
0'0227
0'0136

MJ_P2.5 MJ_P2.6 MJ_P2.7

07914 0'6754 0'6171

0'8799
07507
0'0000
0'6148
0'0000

0'0074
00227
0'0134

0'7686
0'0000
0'5277
0'0000

0'0070
0'0222
0'0129

0'0000
0'5313
0'0000

0'0072
00211
0'0123

MJ_P2.8

0'0000
0'5715
0'0000

0'0074
0'0209
0'0123

MJ_P2.9

0'0000

0'0000

0'0074
0'0214
0'0037

Tabla 69. Estimacion y Contraste de los efectos del modelo para PLAQ (MJ_P2.9).

Intervalo de Confianza T para H,:

Parametro Estimacion Error Std. (95%) Parametro=0 Prob>|T|
INTERCEPT 269'8409 9'8962 250'3184 289'3633 27'27 0'0000
ZONA 5 -105'6440 14'1046 -133'4680 -77'8194 -7'49 0'0000

6 -4'8248 20'2901 -44'8517  35'2022 -0'24 0'8123
8 -105'7930 131312 -131'6970 -79'8883 -8'06 0'0000
9 0'0000 ! ! ' ' '
T -1'6804 0'5703 -2'8054 -0'5554 -2'95 0'0036
T*_NLYMP  >=80 -1'8969 0'8758 -3'6246 -0'1692 -2'17 0'0316
[40-80[  -1'9324 07205 -3'3537 -0'5111 -2'68 0'0080
<40 0'0000 ! ! ' ' '
T*ZONA 5 1'56274 0'9045 -0'2570 3'3119 1'69 0'0930
6 -2'2041 1'3144 -4'7971 0'3889 -1'68 0'0952
1'0851 0'6889 -0'2740 2'4442 1'58 0'1169
0'0000 ! ! ' ' '
T*RAND COP 1'6662 0'5673 0'5471 2'7853 2'94 0'0037
Clor. 0'0000 ! ! ' ' '
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Las estimaciones de los efectos fijos del modelo seleccionado
(MJ_P2.9) se recogen en la Tabla 69. La localizacién de los pacientes en la
zona seis tiene un efecto muy negativo sobre la media de la pendiente de
evolucion del recuento de plaquetas. Este efecto es significativamente diferente
al de la localizacion en zona cinco (p=0'0108) u ocho (p=0'0087). También
existe un efecto muy importante del nivel inicial de linfocitos (I_NLYMP) sobre
la pendiente de evolucion media de PLAQ, que cae mucho mas rapidamente
en los pacientes con niveles superiores o iguales a 40 x 10°/ litro. El efecto del
tratamiento sobre la pendiente de evolucion de PLAQ es significativo,
resultando una evolucidon mas favorable en los tratados con COP, que parece
ser menos agresivo con el nivel de plaquetas que el clorambucil, en los
pacientes del estadio B. En particular, para los pacientes en zonas cinco y

ocho, si NLYMP<40, resulta una pendiente positiva.

Los diagramas de dispersion del residuo frente a la prediccion de PLAQ
(Figura 63) y el tiempo de seguimiento (Figura 64) no permiten apreciar
ningun patron claro de heterocedasticidad o correlacion con el tiempo que

pudiera invalidar las suposiciones del modelo jerarquico MJ_P2.9.

El test de ajuste a la distribucion normal resulta significativo (a=0'10). En
la Figura 65 representamos el diagrama de normalidad del residuo del modelo
MJ_P2.9; la correlacion entre los cuartiles observados en la muestra de

residuos y los correspondientes a dicha distribucion es de 0'98.
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Figura 63. Estadio B: Residuo frente a la Prediccion de PLAQ (MJ_P2.9).
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Figura 64. Residuo frente al Tiempo de Seguimiento (MJ_P2.9).
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Figura 65. Normalidad del Residuo en el Modelo (MJ_P2.9).
Normal Q-Q Plot del Residuo
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Tabla 70. Estadio B: Efectos del Modelo reducido para PLAQ.

Error Std.
dela Intervalo de Confianza 1 para H: Prob>[T]
Parametro Estimaciéon  Estimacién (95%) Parametro=0
INTERCEPT 268'5884 8'4644  251'8949 285'2820 31'73 0'0000
ZONA 508 -104'5130 10'5341 -125'2880 -83'7373 -9'92 0'0000
6069 0'0000 ‘ ‘ ‘ ‘ )
T -1'6474 0'5446 -2'7217  -0'5732 -3'02 0'0028
T*ZONA 6 -2'4054 1'1690 -4'7112  -0'0998 -2'06 0'0410
508 1'2562 0'6163 0'0407  2'4718 2'04 0'0429
9 0'0000 ' ' ' ' '
T*_NLYMP >=40 -1'6788 0'5561 -2'7757  -0'5820 -3'02 0'0029
<40 0'0000 ' ' ' ' '
T*RAND COP 1'5011 0'5269 0'4619  2'5404 2'85 0'0049
Clor. 0'0000 ' ' ' ' '

La representacion de la evolucién de PLAQ sugerida por el modelo
MJ_P2.9 es complicada debido al excesivo numero de rectas diferentes que
es necesario representar. Por esta razon, con el fin de mejorar la legibilidad de
los graficos, construimos un nuevo modelo que agrupa los niveles del indicador
del numero de linfocitos | NLYMP en dos clases: <40 y >=40, y del factor

ZONAentres: (5y 8;6;9). Enla Tabla 70 se encuentran las estimaciones del
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modelo reducido en las que se basan las representaciones de la evolucion

media de PLAQ.

En la Figura 66 presentamos la evolucion media de PLAQ
correspondiente al modelo reducido, segun el nivel de linfocitos en sangre
(I_NLYMP) y la localizacion de los pacientes por ZONA para los tratados con
clorambucil. Los pacientes con | NLYMP>=40, si estan en zona 6, caerian
por debajo de 100x10° plaquetasl/litro practicamente a la vez -aproximadamente
30 meses después de iniciar el tratamiento- que si estan en zona cinco, a pesar
de comenzar con niveles de PLAQ mas altos, ya que su pendiente es mas
acusada. Si comparamos la evolucion de las plaguetas y de la hemoglobina en
el estadio B, se llega a la conclusion de que esos grupos de pacientes son los
primeros candidatos para cambiar hacia el estadio pronéstico C. La evolucion
de PLAQ entre los pacientes localizados en ZONA 9 con un nivel de linfocitos
mayor o igual a 40 x 10° / litro es similar a la evolucién de los pacientes
localizados en ZONA 6 con niveles de linfocitos inferiores a 40.

La Figura 67 corresponde a la evolucion media de PLAQ en los
pacientes tratados con COP. El tratamiento con COP provoca que la pendiente
de PLAQ en los individuos localizados en zonas 5 u 8 con nivel bajo de
linfocitos (< 40) sea positiva; el gradiente de todas las demas pendientes
disminuye, lo que provoca que PLAQ no caiga por debajo del nivel 100 x 10°
plaquetas / litro, sin incurrir en extrapolaciones. Extrapolando a muy corto
plazo, resultaria que los individuos en zona 6 con nivel alto de linfocitos (>=40)
entrarian en estadio C hacia los 42 meses después de iniciar el tratamiento; los
otros grupos no caerian hasta mucho mas tarde si se mantuviera la tendencia.
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Figura 66. Estadio B: Evolucion Media de PLAQ -tratados con Clorambucil-.
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Figura 67. Estadio B: Evolucién Media de PLAQ -tratados con COP-.
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Capitulo 8.

Analisis de la Muestra de Contraste.
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I. ANALISIS DEL BALANCE INICIAL.

A. Las Hipétesis.

El analisis univariante de los datos del balance inicial en la muestra de

exploracion (Capitulo 6) permite la formulacién de algunas hipotesis sobre la

asociacion entre las variables estudiadas:

A.

Los hombres tienen mayor numero de areas afectadas. También
existen diferencias significativas por sexo en la concentracion de
hemoglobina y el recuento de linfocitos o de plaquetas. El
numero de linfocitos y la concentracion de hemoglobina son
mayores en los hombres, mientras que el recuento de plaquetas
es mayor en las mujeres.

El numero de areas afectadas tiene relaciéon con las tres
variables respuesta -LOGNLYMP, HB y PLAQ- consideradas
independientemente, pero los valores de NROAREAS que
identifican diferencias en la distribucién de cada respuesta son
distintos. Los pacientes con menos de tres areas afectadas
tienen valores medios de LOGNLYMP inferiores a los que
presentan los individuos con tres 0 mas areas afectadas. Cuando
NROAREAS es menor de dos, la concentracién de hemoglobina
es mas alta, mientras que los niveles de plaquetas empiezan a
ser mas bajos, si NROAREAS es mayor de tres.

La distribucion del numero de linfocitos en el estadio
pronédstico C permite identificar tres grupos de pacientes. El

40% tienen niveles de linfocitos menores de 40, mientras que un
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50% presenta valores superiores o iguales a 80. Ademas, en
dicho estadio, el 29% de los pacientes tiene menos de tres areas
afectadas. La media de concentracion de hemoglobina y
numero de plaquetas son mas bajas en el estadio B, cuando
lo comparamos con el estadio A. También existe diferencia en

la media de LOGNLYMP en los estadio A y B.

Los diagramas de dispersion y el analisis multivariante mediante modelos
MANOVA (Capitulo 6) permite formular algunas hipétesis sobre la asociacion
entre variables:
D. Los diagramas de dispersion de las variables respuesta
identificaban asociaciones entre dichas variables. Valores altos
de LOGNLYMP se asocian con valores bajos de concentracion
de hemoglobina (HB) o recuento de plaquetas (PLAQ). Ademas,
existe asociacion entre HB y PLAQ.
E. Existe una categorizacion de las variables edad (<55, [55-70],
>=70) y NROAREAS (<3, [3], >=4) de significado global sobre las
tres variables respuesta.
F. Después de ajustar por los efectos del sexo, la edad y el nimero
de areas afectadas -categorizadas las dos ultimas segun los
niveles de significado global antes mencionados-, existe una
correlacion significativamente diferente de 0 entre el numero de
linfocitos y la concentracion de hemoglobina. También existe

correlacion parcial significativa entre HB y PLAQ.
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La relacion entre la concentraciéon de hemoglobina y el
numero de plaquetas no esta explicada por el sexo, la edad,
el namero de areas afectadas (NROAREAS) o el nivel del
numero de linfocitos (I_NLYMP), aunque |_NLYMP remueve la
correlacion entre LOGNLYMP y HB.

La consideracion del factor ZONA -localizacion de los pacientes
en el plano de representacion de la asociacion HB-PLAQ- o la
exclusion de los pacientes clasificados en el estadio prondstico
C hacen que la correlaciéon entre HB y PLAQ deje de ser
significativamente diferente de cero. Sin embargo, en los
pacientes de los estadio A o B, el test de la y? permite rechazar
la independencia entre los niveles iniciales -"normales” y
“‘anormales” de concentracion de hemoglobina (I_HB) y los
niveles -[100-200], >=200- del recuento plaquetario (I_PLAQ).
Existe asociacion entre los niveles iniciales de linfocitos
(I_NLYMP), concentracion de hemoglobina (I_HB) y recuento
de plaquetas (I_PLAQ) con el numero de areas afectadas
(NROAREAS). Por esta razon, la seleccion de los pacientes con
mas de 3 areas afectadas (NROAREAS>3) tiende a incluir, en el
grupo pronostico B de la clasificacion de Binet et al. (1981), a los
individuos con nivel de linfocitos superior a 40 x10%litro, recuento
de plaquetas menor de 200x10° y concentraciones “anormales”
de hemoglobina (I_HB). Un 12% de los pacientes incluidos en el

estadio A tienen valores “anormales” de concentracidon de
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hemoglobina, y el 40% presentan valores de plaquetas por

debajo de 200.

El contraste de estas hipotesis en la muestra C requiere la repeticion de
algunos analisis efectuados anteriormente sobre el balance inicial de los
pacientes incluidos en la muestra de exploracion. A continuacion ofrecemos un
resumen de los resultados de dichos analisis, asi como algunos datos

descriptivos de los pacientes incluidos en la muestra de contraste.

B. Estudio Univariante.

1. El Efecto del Sexo.

La muestra de contraste consta de 611 pacientes. El 64'34% son
hombres. El test de la y? rechaza la independencia entre el sexo y el nimero
de areas afectadas -NROAREAS- (p=0'001), confirmandose el resultado de la
muestra de exploracion. El porcentaje de hombres con menos de tres areas
afectadas (57'22%) es mucho menor al de mujeres (71'16%), sin embargo, el
porcentaje de hombres con afectacion de 4 6 5 areas (24'23%) dobla al de

mujeres con el mismo grado de afectacion (12'23%).

No encontramos diferencia significativa en la media de LOGNLYMP
segun el sexo (p=0'4971), con varianzas iguales (p=0'3517). Este resultado no
coincide con el obtenido en la muestra de exploracion que puede ser debido al
azar. En consecuencia no se rechaza la hipotesis de igualdad de medias en los
dos sexos. La media de la concentracion de hemoglobina es diferente por sexo

(p=0'0001), con varianzas distintas (p=0'0000). También existe diferencia
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significativa en la media de PLAQ de hombres y mujeres (p=0'0247), con
varianzas iguales (p=0'7540). La media de PLAQ en los hombres (208'90) es
menor que la observada en las mujeres (224'35) de la muestra de contraste.
El sentido de las diferencias observadas en la muestra de exploraciéon segun
el sexo se mantiene en la muestra de contraste para la concentracion de

hemoglobina y el recuento de plaquetas.

2. El Efecto del Numero de areas afectadas (NROAREAS).

Estudiamos el efecto del factor NROAREAS sobre cada variable
respuesta -LOGNLYMP, HB y PLAQ- mediante contrastes de medias para dos
poblaciones con varianzas iguales o no. Los niveles de afectacién de
NROAREAS que identifican diferentes distribuciones de LOGNLYMP
(NROAREAS<3), concentraciéon de hemoglobina (NROAREAS<2) y PLAQ
(NROAREAS<4) se mantienen y confirman en la muestra de contraste. La
media de LOGNLYMP de los individuos con 0, 1 o 2 areas (2'87) es
significativamente (p<0'0001) menor que la de los pacientes con tres o mas
areas (3'59), con varianzas diferentes (p=0'0001). La media de HB en los
pacientes con 0 6 1 area (142'83) es significativamente (p<0'0085) mayor que
la correspondiente a los individuos que presentaban afectacion de
exclusivamente dos areas (137'57), con varianzas diferentes (p=0'0417). Por
ultimo, la media de PLAQ de los pacientes con 4 6 5 areas (175'26) es
significativamente mas baja (p=0'0006) que la de los individuos con

exclusivamente 3 areas afectadas, con varianzas iguales (p=0'1363).
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3. El Efecto del estadio prondstico (STADEN).

El 60'43% de los pacientes en la muestra de contraste fueron
clasificados en el estadio pronodstico A y un 32'02% en B. En la Tabla 71 se
presenta, para cada estadio prondstico la distribucion de los individuos segun
el factor |_NLYMP. Esta distribucion es muy similar a la observada en la
muestra de exploracion (Tabla 22), confirmandose la existencia de tres
grupos (<40, [40-80[, >=80), con dos modas en los grupos extremos.
También se confirma la existencia en el estadio C de un 17'39% de pacientes
con menos de tres areas afectadas. No existe diferencia significativa entre las
proporciones de este tipo de pacientes, en las poblaciones representadas por

las muestras de exploracion y contraste (p=0'1233).

Tabla 71. Muestra C: Distribucién de |_NLYMP condicionada al Estadio.

% |_NLYMP

Estadio <40 [40-80[ >=80
A 88'32 9'78 1'90
B 58'46 22'56 18'97
C 52'17 8'70 39'13

La media de la concentracién de hemoglobina (HB) en los pacientes del
estadio A (142'29) es mayor (p<0'0001) que la correspondiente al estadio B
(134'34), con varianzas diferentes (p=0'0015). La situacion con el recuento de
plaquetas (PLAQ) es muy similar; la media en el estadio A (229'54) también es
mayor (p=0'0191) que la del estadio B (212'54), con varianzas iguales
(p=0'7844). Sin embargo, la media de LOGNLYMP en el estadio A (2'87) es
menor (p=0'0001) que la del estadio B (3'48), con distintas varianzas
(p<0'0001). Todos estos resultados confirman las hipétesis extraidas del

analisis de la muestra de exploracion.
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C. Andlisis Multivariante del Balance Inicial.

Los diagramas de dispersion de las variables respuesta tomadas dos a
dos, muestran patrones parecidos a los representados en el analisis de la
muestra de exploracion. Se confirma la relacion existente entre las variables
respuesta. Los tres coeficientes de correlacion -Total- de Pearson son
significativamente diferentes de cero (p<10~), con idéntico signo, y magnitud

muy similar a los observados en la muestra de exploracién (Tabla 43).

1. Modelo MANOVA1: Categorizacion de Significado Global.

El analisis MANOVA1 efectuado sobre la muestra de contraste confirma
la seleccion de niveles realizada en la muestra de exploracion, para
categorizar el factor NROAREAS con significado global (<3, [3], >=4). Sin
embargo, los test MANOVA realizados en la muestra de contraste indican que
la categorizacidn de la edad deberia incluir s6lo dos niveles: los menores, y los

mayores o iguales a 70 afios.

La correlacién parcial entre las variables respuesta es similar a la
observada en la muestra de exploracion con el modelo MANOVAT1, pero en la
muestra de contraste la correlacion parcial entre LOGNLYMP y PLAQ (-0'095),
aunque pequefia, es significativamente diferente de cero (p=0'0200), por lo que

no podemos admitir la inexistencia de correlacién parcial.
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2. MANOVAZ2. Relacién HB-PLAQ independiente de |_NLYMP.

La inclusién del indicador del numero de linfocitos (I_NLYMP) como
factor explicativo en el modelo MANOVAZ2 remueve la correlacion parcial de
LOGNLYMP tanto con HB como con PLAQ (p>0'1189), permaneciendo
practicamente inalterada y significativa -diferente de cero- la correlacién (0'19)
entre HB y PLAQ (p=5x107?). Este resultado confirma una relacion entre HB
y PLAQ no explicada por el nivel del nimero de linfocitos, el numero de
areas afectadas, la edad o el sexo de los pacientes. Los tests MANOVA
confirman la necesidad de considerar el sexo, el numero de areas y el indicador
de linfocitos (I_NLYMP) en la explicacion de la distribucion conjunta de las

variables respuesta.

3. MANOVAS: el factor ZONA en la explicacién de las Respuestas

Los resultados del modelo MANOVAS son muy similares a los expuestos
en la muestra de exploracion (Capitulo 6), confirmandose la necesidad de
considerar los factores: sexo, numero de areas afectadas (NROAREAS),
indicador de linfocitos (I_NLYMP) y ZONA a la hora de explicar la distribucién
conjunta de las tres variables respuesta. Aunque la importancia de estos
factores en la descripcion de la distribucion marginal de cada variable sea muy
diferente, los tests MANOVA de dichos factores son todos significativos
(p<0'0032). Sin embargo, como ocurria en la muestra de exploracién, el factor

edad resulta no significativo -test MANOVA p=0'2108-.
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4. Estudio de la Asociacién limitado a los Estadios A y B.

Cuando prescindimos de los pacientes en el estadio C, la correlacion
entre HB y PLAQ tiene un valor de 0'08, situado en el limite de significacion del

test que contrasta si es igual a cero (p=0'0587).

La asociacion entre los factores |_NLYMP, |_HB e |_PLAQ con el
numero de areas afectadas (NROAREAS) se mantiene con el mismo
sentido que se encontré en la muestra de exploracién (Figura 44), aunque
cambia la relacion del sexo y la edad con el resto de los factores, como se
puede apreciar en la Figura 68. El sexo no es necesario en la explicacion de
la probabilidad de presentar diferentes niveles iniciales de concentracion de

hemoglobina, debido a que se tiene en cuenta en la definicién del factor |_HB.

Figura 68. Asociacion entre los factores NROAREAS, | NLYMP, |_HB e |_PLAQ (muestra C).
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Dicho factor (I_HB) tiene sélo dos niveles: valores clinicos “anormales” -por
debajo del limite inferior del intervalo de referencia considerado “normal” segun
su sexo- y valores clinicos “normales”.

En el analisis de la muestra de contraste el test de la ¥ no permite
rechazar la independencia (p=0'1740) entre los niveles iniciales de
concentracion de hemoglobina -"anormales” y “normales™ y recuento de
plaquetas -<=200 y >200-. Este resultado contradice el obtenido en la muestra
de exploracion. Sin embargo, un valor tan extremo de correlacion entre HB y
PLAQ en la muestra de contraste plantea la necesidad de estudiar mas
ampliamente la asociacion entre ambas variables en los pacientes que no son
clasificados en estadio C. De hecho, cuando consideramos conjuntamente las
muestras de exploracion y contraste tras excluir a los pacientes del estadio C,
la correlacion (0'08) entre HB y PLAQ es significativamente diferente de cero
(p=0'0201), existiendo asociacién entre los factores |_HB e |_PLAQ -test de la
v? p=0'004-.

En la Tabla 72 se presenta, para cada estadio prondstico, la distribucion
de los pacientes por ZONA, en la muestra de contraste. La distribucion es
bastante similar a la obtenida en la muestra de exploracion (Tabla 51), aunque
los porcentajes de pacientes localizados en zona cinco son ahora algo
menores.

Tabla 72. Muestra C: Distribucion de ZONA condicionada al Estadio pronéstico.

% ZONA

Estadio 5 6 8 9
A 4'40 7'14 36'81 51'65
B 18'97 12'31 34'36 34'36
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Il. ANALISIS DE LA EVOLUCION EN EL ESTADIO A.

El analisis de la muestra de exploracién (Capitulo 7) nos ha permitido
seleccionar un modelo (jerarquico) para la evolucion de cada respuesta, que
ha puesto de manifiesto diferencias significativas en la pendiente de evolucién
de las respuestas LOGNLYMP, HB y PLAQ segun el nivel inicial de linfocitos
(L_NLYMP), la localizacion de los pacientes por ZONA y el tratamiento
administrado (RAND). Estos modelos equivalen a hipotesis complejas sobre la
evolucién de las respuestas. Ahora, ajustaremos los modelos seleccionados a
los pacientes del estadio A en la muestra de contraste (C), obteniendo nuevas
estimaciones y resultados de los tests, que compararemos con los obtenidos
en la muestra de exploracion. Sélo admitiremos como patrones de evolucion
aquellos que acrediten su condicion de tales, también en la muestra C. Dichos
patrones los incluiremos en un modelo jerarquico resumido que, por razones
de estrategia ya expuestas en el Capitulo 4, ajustaremos en la muestra de

contraste.

La cohorte de individuos clasificados en estadio A en la muestra de
contraste esta compuesta por 370 pacientes sobre los que se han efectuado
1.870 observaciones o balances hematologicos. A dichos pacientes se les
asigné aleatoriamente tratamiento con clorambucil -191- o abstencion
terapéutica -179-. La comparacion de la media o la varianza de cada respuesta
segun el tratamiento asignado (RAND) en el balance inicial, no descubre
diferencias significativas (a=0'05).

267



A. Analisis de la Evolucion de LOGNLYMP.

1. Las hipétesis.

Dos son las hipotesis fundamentales en relacién con la evolucidon de
LOGNLYMP, extraidas del analisis de la muestra de exploracién (capitulo 7).

En primer lugar, existe una covarianza negativa entre los términos
independientes y las pendientes de evolucidon de los modelos intraindividuales
en los pacientes tratados con clorambucil. Esto implica que la pendiente de
evolucion tiende a ser mayor cuanto mas bajo es el nivel de linfocitos
alcanzado tras el descenso inicial después de comenzar el tratamiento.

En segundo lugar, la pendiente de evolucion media de LOGNLYMP es
diferente en las clases definidas conjuntamente por los niveles iniciales de

linfocitos (I_NLYMP) y el tratamiento administrado a los pacientes (RAND).

2. Ajuste del Modelo Jerarquico Seleccionado (MJ_L1.9).

Las estimaciones de los parametros de covarianza y efectos fijos del
modelo de evolucion para LOGNLYMP (MJ_L1.9) ajustados en las muestras
E (Tabla 52 y 54) y C (Tabla 73, Tabla 74) son bastante estables, como se
puede apreciar, si se efectuan los test correspondientes para contrastar la
diferencia de medias en las poblaciones de la que proceden las muestras.

Las estimaciones de los componentes de la varianza en la muestra de
contraste (Tabla 73) confirman la existencia de covarianza o(a, b) de signo

negativo entre las pendientes y términos independientes de los modelos
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intraindividuales en los pacientes tratados con clorambucil. En consecuencia
la pendiente de LOGNLYMP en los modelos intraindividuales es mayor, cuanto
mas bajo es el nivel de linfocitos alcanzado tras el descenso inicial después de
comenzar el tratamiento.

Tabla 73. Muestra C: Modelo para la Covarianza de LOGNLYMP en el Estadio A.

Error Intervalo de Z para Hy:

Parametro Estimacion Std Confianza (95%) Parametro=0 Prob>|Z|
Clorambucil 62 (a) 1'3081 01925 09308 1'6854 6'79 0'0000
G (a, b) -0'0153 0'0044 -0'0242 -0'0066 -3'42 0'0006

6 ?(b) 0'0007 0'0001 0'0005 00011 4'81 0'0000

Abstencién o2 ( a) 01330 0'0236 00868 0'1794 5'63 0'0000
o (a, b) 0'0031 0'0009 00013 00051 327 0'0011

6 %(b) 0'0004 0'0000 00002 0'0006 4'16 0'0000

Clorambucil ©?2 0'2356 0'0147 02069 02645 16'03 0'0000
Abstencién G2 01354 0'0090 01177 0'1532 14'94 0'0000

Los resultados del modelo MJ_L1.9 en la muestra de contraste (Tabla
74) no confirman la necesidad de incluir la interaccion |_NLYMP*RAND en
la explicacion de LOGNLYMP (p=0'6904), que era preciso considerar en la
muestra de exploracion (Tabla 54). Esto significa que no podemos rechazar la
hipotesis de que el logaritmo del numero de linfocitos en el origen de la escala
temporal, si la caida inicial fuera inmediata, se diferencia en un valor constante

segun el tratamiento aplicado (RAND), para cada nivel de |_NLYMP.

El test parcial para el efecto de la interaccidn con el tiempo en el modelo
MJ_L1.9 es significativo (p<0'0329), lo que confirma la existencia de patrones
de evolucion diferentes segun el nivel inicial de linfocitos (I_NLYMP) y el
tratamiento administrado (RAND): en particular la pendiente de evolucion de

los individuos tratados con clorambucil es significativamente diferente de la que
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presentan los pacientes en abstencion terapéutica, cuando el nivel de linfocitos
(I_NLYMP) es menor de 40 x 10° linfocitos/litro, como ya se observo en la
muestra de exploracion. Este es el Unico patron de evolucion observado en la
muestra de exploracién que se repite en la muestra de contraste, resultando
muy diferente la estimacion de las pendientes de evolucion de los individuos
con 80x10° o mas linfocitos por litro. Esto es debido a que son muy pocos los
individuos clasificados en el estadio A con un nivel de linfocitos tan alto.

En la Figura 69 representamos la evolucion media de LOGNLYMP en
la muestra de contraste, segun las estimaciones realizadas para el modelo
MJ_L1.9 (Tabla 74). La representacion recoge una evoluciéon de LOGNLYMP
diferente segun el tratamiento entre los individuos con nivel inicial de linfocitos
por debajo de 40x10% | como ya vimos en la Figura 45 correspondiente a la
muestra de exploracion. Esta diferencia, aunque minima, es significativa. La
representacion se ha hecho de manera que no se incurra en extrapolaciones,
sefalando con el numero (1) las pendientes que no son significativamente
diferentes de la correspondiente a la clase de referencia.

El ajuste del modelo en la muestra de contraste se valoré mediante los
diagramas de dispersion del residuo frente a la prediccion del modelo (Figura
70) y el tiempo de seguimiento (Figura 71). En este ultimo, parece senalarse
una relacion entre la varianza y el tiempo de seguimiento, que implicaria la
necesidad de estudiar en el futuro otros modelos de covarianza. También
analizamos la normalidad del residuo mediante el correspondiente diagrama
(Q-Q plot), que permite apreciar una correlacion de 0'96 entre los cuantiles
observados en la muestra de residuos y los cuantiles correspondientes a la

distribuciéon normal.
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Tabla 74. Muestra C: Estimacion y Contraste de los efectos del MJ_L1.9 para LOGNLYMP.

Error  Intervalo de T para H:
Parametro Estimacion Std Confianza (95%) Parametro=0 Prob>|T]|
INTERCEPT 2'6795 0'0370 2'6069 2'7520 72'41 0'0000
I[_NLYMP >=80 1'8555 0'3683 1'1331  2'5779 5'04 0'0000
[40-80[ 1'2528 0'1356 09869 1'5188 9'24 0'0000
<40 0'0000 ' ' ' ' '
RAND Clor. -1'7975 01136 -2'0203 -1'5747 -15'82 0'0000
Abst. 0'0000 ' ' ' ' '
T 0'0145 0'0022 0'0102 0'0189 6'57 0'0000
|_NLYMP*RAND
>=80 Clor. -0'4194 0'7639 -1'9179  1'0790 -0'55 0'5831
>=80 Abst. 0'0000 ' ' ' '
[40-80[ Clor. -0'4052 0'3684 -1'1277 0'3173 -1"10 02714
[40-80[ Abst. 0'0000 ' ' ' ' '
<40 Clor. 0'0000 ' ' ' ' '
<40 Abst. 0'0000 ' ' ' ' '
T*I_NLYMP*RAND
>=80 Clor., -0'0366 00192 -0'0742 0'0011 -1'90 0'0570
>=80 Abst. 0'0714 0'0400 -0'0072 01499 1'78 0'0749
[40-80[ Clor., -0'0131 0'0103 -0'0333 0'0071 -1'27 02037
[40-80[ Abst., -0'0107 0'0114 -0'0330 0'0116 -0'94 03452
<40 Clor. -0'0077 0'0038 -0'0151 -0'0002 -2'03 0'0429
<40 Abst. 0'0000 ' ' ' ' '

Figura 69. Muestra C:

Evolucion Media de LOGNLYMP en el Estadio A.

8 m

LOGNLYMP

(€]

I_NLYMP * RAND
> <40 y Abstencién
<40 y Clorambucil

[40-80[ y Abstencién

[40-80[ y Corambucil

@

>=80 y Abstencién

OO < D>

T 0
[0} 12

>=80 y Clorambucil

w o w u w -
24 36 48 60 72 84

Tiempo de Seguimiento (T)

(1) indica que no existe diferencia significativa con la pendiente de la clase de referencia.

(2) indica diferencia significativa con la pendiente de la clase de referencia.
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Figura 70. Muestra C: Residuo frente a la prediccion de LOGNLYMP (MJ_L1.9).
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Figura 71. Muestra C: Residuo frente al tiempo de seguimiento (MJ_L1.9).
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3. Modelo resumen de la evolucion de LOGNLYMP.

El ajuste del modelo MJ_L1.9 en la muestra de contraste no nos permite
admitir la necesidad de incluir la interaccién | NLYMP*RAND en la explicacion
de la variable LOGNLYMP. También permite observar que, en el instante t, de
la escala temporal, la diferencia en el valor de LOGNLYMP de los individuos
con niveles iniciales de linfocitos mayores o iguales a 80 o en el intervalo [40
a 80[ no son significativas (¢=0'05). Por estas razones, procedimos a suprimir
del modelo la interaccion |_NLYMP*RAND vy recategorizar el factor |_NLYMP
para considerar solo dos niveles iniciales de linfocitos: menores de 40 y
mayores o iguales a 40x10°% |. En la Tabla 75 se recogen las estimaciones de
los efectos fijos del modelo resumen para la evolucién de LOGNLYMP en el
estadio A. El efecto significativo del factor RAND es el resultado del descenso
en el numero de linfocitos después de comenzar el tratamiento con clorambucil.
No se ha rechazado que este efecto sea igual en cada uno de los niveles
iniciales de linfocitos (I_NLYMP). En general, se puede afirmar que la
pendiente de evolucion de LOGNLYMP en el tiempo es positiva. Sin embargo,
es necesario sefialar que los resultados obtenidos en los pacientes que
presentaban nivel de linfocitos inicial igual o superior a 40 no son estables,
ofreciendo resultados diferentes en la muestra de exploracion y de contraste.
Aunque no es muy acusada, en la Figura 72 se resalta de nuevo la diferencia
significativa en la pendiente de evolucién segun el tratamiento, cuando el nivel
inicial de linfocitos era menor de 40. Aunque con ambos tratamientos
LOGNLYMP tiende a aumentar, el aumento es mas lento en los individuos

tratados con clorambucil.
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Tabla 75. Estadio A: Efectos fijos del modelo resumen para la evolucion de LOGNLYMP.

Parametro
INTERCEPT
|_NLYMP >=40
<40
RAND Clor.
Abst.
T
T*I_NLYMP*RAND
>=40 Clor.
>=40 Abst.
<40 Clor.
<40 Abst.

Estimacion
2'7350
1'2774
0'0000

-1'8203
0'0000
0'0146

-0'0209
-0'0124
-0'0077

0'0000

00000
0'0000

0'0000

0'0000

0'0089
02667
0'0412

Error Intervalo de T para H,:
Std Confianza (95%) Parametro=0 Prob>|T|
0'0368 2'6628 2'8073 74'25
01168 1'0482 1'5065 10'93
01047 -2'0256 -1'6149 -17'39
0'0023 0'0101 0'0190 6'45
0'0080 -0'0366 -0'0052 -2'62
0'0111 -0'0342 0'0095 -1"11
0'0037 -0'0150 -0'0003 -2'04

Figura 72. Muestra C: Resumen de la evolucion media de LOGNLYMP en estadio A

45 -

LOGNLYMP

2,5+

¢))

I_NLYMP * RAND

<> >=40y Abstenci6n

84

Tiempo de Seguimiento (T)

A <40y Abstencién

V' <40y Clorambucil

O >=40y Clorambucil

(1) indica que no existe diferencia significativa con la pendiente de la clase de referencia.
(2) indica diferencia significativa con la pendiente de la clase de referencia.
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B. Analisis de la Evoluciéon de HB.

1. Las Hipétesis.

La hipotesis fundamental extraida del analisis exploratorio (Capitulo 7)
afirma que la evolucion de la concentracion de hemoglobina es diferente, en los
grupos de pacientes definidos por la interaccion entre el tratamiento
administrado (abstencion terapéutica o clorambucil) y la localizacion de los
pacientes segun el factor ZONA. Ademas, la variabilidad de la concentracién
de hemoglobina es mayor entre los pacientes que recibieron tratamiento con

clorambucil.

2. Ajuste del Modelo Jerarquico Seleccionado (MJ_H1.10).

Se encuentran algunas diferencias en las estimaciones de los
componentes de la covarianza y efectos fijos del modelo MJ_H1.10 ajustado
en la muestra de exploracion (Tabla 55 y Tabla 57) y de contraste (Tabla 76
y Tabla 77); sin embargo, dichas diferencias no son significativas, lo que se
puede comprobar mediante los correspondientes tests estadisticos para la

diferencia de medias en las poblaciones de las que provienen ambas muestras.

El modelo de covarianza (Tabla 76) confirma la existencia de una
variabilidad mayor de la concentracion de hemoglobina unida a una menor
variabilidad de los términos independientes de los modelos intraindividuales
-°(a)- entre los pacientes tratados con clorambucil. Posiblemente, el aumento
de la variabilidad en la concentracion de hemoglobina esté provocando una
mayor estabilidad en las estimaciones de los efectos aleatorios

intraindividuales; en concreto en dichos términos independientes (a).
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Tabla 76. Muestra C: Modelo para la Covarianza de HB en el Estadio A.

Parametro Estimacién Error Intervalo de Z para H: Prob>|Z|
Std Confianza (95%) Parametro=0

Clorambucil G2 (a) 55'7283 9'4410 37'2242 74'2324 5'90 0'0000
G ? (b) 0'0822 0'0182 0'0464 0'1180 4'50 0'0000

Abstencién ©?(a) 87'4068 13'0022 61'9230 112'890 6'72 0'0000
G ? (b) 0'0539 0'0162 0'0022 0'0858 3'32 0'0009

Clorambucil G?* 85'9257 3'0834 79'8822 91'9692 27'87 0'0000
Abstencion G2 65'3065 4'6716 56'1503 74'4627 13'97 0'0000

El test parcial del efecto de la interaccion con el tiempo incluida en el
modelo MJ_H1.10 es significativo ( p<0'0001), confirmando la existencia de
patrones de evolucion diferentes para HB segun la localizacion de los pacientes
por el factor ZONA vy el tratamiento administrado (RAND). Lo mas destacable
sigue encontrandose en la evolucion positiva de HB de los individuos tratados
localizados en las zonas 5 6 6 (Tabla 77); sin embargo conviene resaltar
también la diferencia significativa en la pendiente de evolucion segun el grupo
de tratamiento de los pacientes en la ZONA 8. La concentracion de
hemoglobina de los pacientes tratados con clorambucil disminuye mas
rapidamente. La misma diferencia, aunque no significativa (p=0'0542), puede
ser importante en los pacientes localizados en ZONA 9; sobre todo, si
recordamos el resultado observado en la muestra de exploracion, donde la
pendiente de los individuos tratados ya era inferior, justificando la realizacién
en la muestra C del test de un sdlo lado para contrastar la hipétesis alternativa
de que dicha pendiente realmente es menor. El contraste unilateral resulta

significativo (a=0'05).
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En la Figura 73 presentamos la evolucién media de HB segun las
estimaciones de los efectos fijos del modelo MJ_H1.10 obtenidas en la muestra
de contraste. La representacidon se ha realizado cuidando de no incurrir en
extrapolaciones y corresponde al sexo femenino. En los hombres sélo hay que
sumar 12'80 en el instante inicial, porque las pendientes no son diferentes por
sexo. Las pendientes de las rectas sefialadas con el numero (1) en el grafico
no son significativamente diferentes de las correspondientes a la clase de
referencia. Si comparamos la Figura 73 con la realizada en la muestra de
exploracién (Figura 49), ambas figuras sugieren la presencia de patrones de
evolucion diferentes segun el tratamiento y el nivel inicial de concentracion de
hemoglobina. Cuando aplicamos el tratamiento a los pacientes con
concentracion de hemoglobina inicial compatible con la “normalidad” clinica
(ZONAS 8 0 9), entonces los niveles de HB descienden en el tiempo, mas
rapidamente que si el paciente hubiese permanecido en abstencion
terapéutica. Sin embargo, los enfermos localizados en zona cinco o seis
presentan valores iniciales de HB clinicamente “anormales” -por debajo del
limite inferior del intervalo de referencia considerado “normal"-, pero el
tratamiento con clorambucil no disminuye los niveles de hemoglobina en

sangre periférica, e incluso los mejora, ya que la pendiente es positiva.

En la Figura 74 y Figura 75 se representan los diagramas de dispersion
de los residuos frente a la prediccién del modelo y el tiempo de seguimiento.
Las representaciones no permiten apreciar tendencias que invaliden las
suposiciones en las que se basa el modelo jerarquico. También estudiamos la
normalidad del residuo mediante el correspondiente diagrama de normalidad,
que mostraba una correlacién de 0'97 entre los cuantiles de la muestra de

residuos y los cuantiles de la distribucion normal.
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Tabla 77. Muestra C: Estimacion y Contraste de Efectos fijos del MJ_H1.10 para HB.

Error Intervalo de T para H,:
Parametro Estimacion Std Confianza (95%) Parametro=0 Prob>|T]|
INTERCEPT 136'2711 0'9969 134'3159 138'2263 136'70 0'0000
SEXO Hombre 12'8034 1'0762 10'6928 14'9141 11'90 0'0000
Mujer 0'0000 ' ' ' '
ZONA 5 -22'0192 2'8343 -27'5780 -16'4604 -r'v7 0'0000
6 -21'8949 2'2896 -26'3855 -17'4043 -9'66 0'0000
8 02526 1'1931 -2'5926 2'0873 -0'21 0'8323
9 0'0000 ' ' ' '
T -0'1526 0'0392 -0'2294 -0'0758 -3'90 0'0001
T*ZONA*RAND
5 Clor. 0'3629 0'1635 0'0423 0'6835 2'22 0'0265
5 Abst. 0'0840 01500 -0'2102 0'3783 0'56 0'5755
6 Clor. 0'3036 01392 0'0307 0'5766 2'18 0'0293
6 Abst. 01427 01425 -0'1367 0'4222 1'00 0'3167
8 Clor. -01825 00620 -0'3040 -0'0610 -2'95 0'0033
8 Abst. 0'0179 00611 -0'1018 01377 029 0'7690
9 Clor. -01057 0'0548 -0'2132 0'0019 -1'93 0'0542
9 Abst. 0'0000 ' ' ' '

Figura 73. Muestra C: Evoluciéon Media de HB en las mujeres del Estadio A.
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* Contraste unilateral significativo («=0'05). Tiempo de Seguimiento (T)

(1) indica que no existe diferencia significativa con la pendiente de la clase de referencia.
(2) indica diferencia significativa con la pendiente de la clase de referencia.
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Figura 74. Muestra C: Dispersion del residuo frente a la prediccion de HB (MJ_H1.10).
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Figura 75. Muestra C: Residuo frente al tiempo de seguimiento (MJ_H1.10).
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3. Modelo resumen de la evolucion de HB.

Para resumir los patrones de evolucion observados en la muestra de
exploracion y contraste, construimos un modelo jerarquico que incluye el factor
zona con solo dos clases: pacientes localizados en zona cinco o seis y
pacientes situados en zona ocho o nueve. En la Tabla 78 y la Figura 76 se
exponen, respectivamente, las estimaciones del modelo resumido en la
muestra de contraste y la representacion de la evolucién media de HB segun
dicho modelo.

Al colapsar de esta forma los niveles de ZONA, este factor se convierte
en el indicador de niveles iniciales de hemoglobina clinicamente “normal”
(zonas 8 y 9) o “anormal” (zonas 5 y 6). El modelo precisa entonces considerar
la interaccion ZONA*sexo. Esta interaccion recoge la disminucién de la
diferencia en HB por sexo, que se apuntaba en el analisis del balance inicial,
cuando estudiamos los pacientes con niveles “anormales” de concentracion de
hemoglobina. Ademas, se puede comprobar como disminuye el error estandar
de las estimaciones de los efectos sobre la pendiente de evolucién, al colapsar
las zonas, siendo ahora significativa la diferencia en la pendiente de los
individuos tratados y en abstencion, localizados en las zonas cinco y seis.

La representacion de la Figura 76 corresponde al sexo femenino. Para
los hombres es necesario sumarle 13'59 en el instante inicial, si el paciente
esta localizado en las zonas con niveles de HB clinicamente “normales”, o sélo
6'17 g/ litro, cuando la localizacion es en la zona cinco y seis. Las pendientes
sefaladas con el numero (1) en el grafico no son significativamente diferentes

de la correspondiente a la clase de referencia.
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Tabla 78. Muestra C: Efectos fijos del modelo resumen de la evolucion de HB en estadio A.

Error Intervalo de T para Hy:
Parametro Estimacion Std Confianza (95%) Parametro=0 Prob>|T|
INTERCEPT 135'6996 0'8739 133'9859 137'4135 155'29 0'0000
SEXO Hombre| 13'5958 1'1162 11'4065 15'7850 12'18 0'0000
Mujer 0'0000 ' ' ' '
ZONA 5y6 -16'7652 2'7646 -22'1874 -11'3431 -6'06 0'0000
8y9 0'0000 ' ' ' '
T -0'1466 0'0298 -0'2044 -0'0882 -4'93 0'0000
SEXO*ZONA
Hombre 5y 6  -7'4179 3'4342 -14'1532 -0'6826 -2'16 0'0309
Hombre 8y 9 0'0000 ‘ ‘ ‘ ‘
Mujer 5y 6 0'0000 ‘ ‘ ‘ ‘
Mujer 8y 9 0'0000 ‘ ‘ ‘ ‘
T*ZONA*RAND
5y6 Clor. 0'3350 0'0807 01768  0'4931 4'15 0'0000
5y 6 Abst. 0'0904 0'0940 -0'0938 02746 0'96 0'3370
8y9 Clor. -01428 0'0423 -0'2258 -0'0598 -3'37 0'0008
8y 9 Abst. 0'0000 ' ' ' '

Figura 76. Muestra C: Resumen de la evolucion media de HB en mujeres del estadio A.
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(1) indica que no existe diferencia significativa con la pendiente de la clase de referencia.
(2) indica diferencia significativa con la pendiente de la clase de referencia.
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C. Andlisis de la Evolucion de PLAQ.

1. Las Hipétesis.

Tres son las hipotesis fundamentales respecto a la evolucion del
recuento plaquetario (PLAQ), extraidas del analisis exploratorio realizado en
el capitulo 7. La primera afirma que el numero de plaquetas sufre un descenso
tras el inicio del tratamiento con clorambucil. Este descenso es igual en
cualquiera de las localizaciones o niveles del factor ZONA. En segundo lugar,
la pendiente de evolucion de PLAQ es diferente segun ZONA. La pendiente de
los pacientes localizados en zona nueve es significativamente diferente de la
que tienen los individuos en la zona seis u ocho. Por ultimo, la administracion

de clorambucil incrementa la variabilidad del recuento de plaquetas.

2. Ajuste del modelo seleccionado (MJ_P1.12).

Las diferencias observadas en las estimaciones de los parametros de
covarianza y efectos fijos del modelo MJ_P1.12, obtenidas en las muestras de
exploracion (Tabla 58 y Tabla 60) y contraste (Tabla 79 y Tabla 80), no son
importantes. Los tests correspondientes al contraste de la diferencia de medias

en las poblaciones de las que proceden ambas muestras no son significativos.

El modelo de covarianza (Tabla 79) confirma la existencia de una
variabilidad mayor en el recuento de plaquetas (PLAQ) en los pacientes

tratados con clorambucil.
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Tabla 79. Muestra C: Modelo para la Covarianza de PLAQ en el Estadio Prondstico A.

Parametro Estimacion Error Std Intervalo de ZparaH,. Prob>|Z|
Confianza (95%) Parametro=0

o2 (a) 1989'1257 213'6863 1570'30 2407'94 9'31 0’0000

o 2 (b) 0'5574 01671 0'2299 0'8851 3'34 0'0009

Clorambucil &2 1704'2221 96'7195 1514'65 189378 17'62 0'0000

Abstencién G2 1340'8138 911461 1162'17 1519'45 14'71 0'0000

El test parcial correspondiente al efecto del tratamiento (RAND) también
es significativo en la muestra de contraste (p<0'0106), confirmando un
descenso del recuento plaquetario al principio del seguimiento en los tratados

con clorambucil.

El test parcial del efecto de la interaccidén considerada en MJ_P1.12 es
significativo (p<0'0001), confirmandose la existencia de patrones de evolucion
diferentes de PLAQ segun la localizacion de los pacientes por el factor ZONA.
En la muestra de contraste, la diferencia fundamental sigue encontrandose en
las pendientes de evolucion de los pacientes localizados en la zona nueve
respecto a los que se encuentran en las zonas cinco u ocho (Tabla 80). La
pendiente de evolucion de los pacientes en la zona cinco es ahora positiva;
aunque no muy diferente de cero. Algo similar ocurre con los pacientes
localizados en la zona ocho. Los pacientes en zona seis presentan una
evolucién muy negativa, pero la diferencia con la pendiente de los de zona
nueve no resulta significativa en la muestra de contraste, lo que no nos permite
confirmar patrones de evolucion diferentes en ambas zonas. Sin embargo, si

consideramos que en la muestra de exploracién la pendiente de los pacientes
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en zona seis era negativa, se puede realizar el test unilateral, que ofrece un

resultado en el limite de la significacién (p=0'0561).

En la Figura 77 se puede observar la evolucion media del numero de
plaquetas segun las estimaciones de los efectos del modelo MJ_P1.12
obtenidas en la muestra de contraste. La representacion es muy similar a la
obtenida en la muestra de exploracion (Figura 53), repitiéndose la evolucion
muy negativa del recuento de plaquetas de los pacientes localizados en la zona
seis, que a pesar de no ser estadisticamente diferente de la pendiente de
los pacientes en la zona nueve, puede tener algun significado biolégico

o incluso clinico de interés.

Valoramos el ajuste del modelo en la muestra de contraste mediante los
diagramas de dispersion del residuo frente a la prediccidén del modelo (Figura
78) y el tiempo de seguimiento (Figura 79). Ninguna de las representaciones
permite invalidar la suposicion de homocedasticidad del modelo jerarquico.
También construimos el diagrama de normalidad del residuo, que muestra una
correlacion de 0'97 entre los cuantiles de la muestra de residuos y los

correspondientes la distribucion normal.
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Tabla 80. Muestra C: Estimacion y Contraste de los efectos fijos del MJ_P1.12 para PLAQ.

Intervalo de Confianza T para H:

Parametro Estimacion Error Std (95%) Parametro=0 Prob>|T|
INTERCEPT 264'2612 5'0610 254'3352 274'1872 52'22 0'0000
ZONA 5-112'416  14'6307 -141'111 -83'7211 -7'68 0'0000
6 -16'7904 12'0845 -40'4914 6'9107 -1'39 01649
8 -92'5704 6'3441 -105'013 -80'1279 -14'59 0'0000
9 00000 ' ' ' ' '
RAND Clor. -14'3163 5'6931 -25'2860 -3'3465 -2'56 0'0106
Abst.  0'0000 ' ' ' ' '
T -0'9121  0'1144 -1'1364 -0'6879 -7'98 0'0000
T*ZONA 5 12606  0'4362 0'4051 2'1161 2'89 0'0039
6 -0'6857 04314 -1'5317 01603 -1'59 01121
8 09435 01810 0'5885 1'2984 521 0'0000
9 00000 ' ' ' ' '
Figura 77. Muestra C: Evolucion Media de PLAQ en el Estadio A.
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(1) indica que no existe diferencia significativa con la pendiente de la clase de referencia.
(2) indica diferencia significativa con la pendiente de la clase de referencia.
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Figura 78. Muestra C: Residuo frente a la prediccion de PLAQ (MJ_P1.12).
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Figura 79. Muestra C: Residuo frente al tiempo de seguimiento (MJ_P1.12).
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3. Modelo resumen de la evoluciéon de PLAQ.

Tanto en la muestra de exploracion como en la de contraste, hemos
observado que los pacientes con un nivel inicial de plaquetas igual o menor de
200x10° /litro (ZONAS 5 y 8) tienden a mantener su recuento plaquetario en
dichos valores iniciales, mientras que los enfermos con un numero de
plaquetas superior (ZONAS 6 y 9) ven como su numero de plaquetas tiende a
disminuir. Por esta razon, en el modelo resumen de la evolucién de las
plaquetas incluiremos zona con sélo dos clases, correspondientes a los niveles
iniciales de plaquetas ya mencionados. Colapsar las zonas cinco y ocho se
justifica suficientemente, si consideramos que la diferencia en los efectos sobre
la pendiente de PLAQ no era significativa en ninguna de las dos muestras. Sin
embargo, colapsar las zonas seis y nueve puede tener una justificacion mas
dificil, si recordamos que en la muestra de exploracion existia diferencia

significativa en el efecto sobre la pendiente.

En la Tabla 81 se recogen las estimaciones de los efectos fijos del
modelo resumen para la evolucion de plaquetas en la muestra de contraste. La
Figura 80 representa la evolucion de la media de PLAQ, basada en dichas
estimaciones. Las dos pendientes representadas en la figura son

significativamente diferentes.
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Tabla 81.Muestra C: Efectos fijos del modelo final para la evolucion de PLAQ (Estadio A).

T para Hy:
Estimacié Intervalo de Parametro
Parametro n Error Std Confianza (95%) =0 Prob>|T|
INTERCEPT 261'5359 4'8401 252'0431 271'0287 54'03 0'0000
ZONA 5y 8 -92'6840 5'9946 -104'441 -80'9270 -15'46 0'0000
6y9 00000 ' ' ' ' '
RAND Clor. -12'5351 5'5933 -23'5052  -1'5651 -2'24 0'0251
Abst.  0'0000 ' ' ' ' '
T -1'0299 01142  -1'2539 -0'8060 -9'02 0'0000
T*ZONA 5y8 1'0891 01794 07373 1'4409 6'07 0'0000
6y9 00000 ' ' ' ' '

Figura 80. Muestra C: Resumen de la evolucion media de PLAQ en estadio A.
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(2) indica diferencia significativa con la pendiente de la clase de referencia.




lll. ANALISIS DE EVOLUCION EN EL ESTADIO PRONOSTICO B.

La cohorte de pacientes clasificados en el estadio B en la muestra de
contraste esta compuesta por 195 pacientes sobre los que se han efectuado
837 observaciones o balances hematoldgicos. A dichos pacientes se les asigno
de forma aleatoria el tratamiento con clorambucil -97 pacientes- o COP -98
pacientes-. La comparacion de la media o de la varianza de las tres variables
respuesta -LOGNLYMP, HB y PLAQ- medidas en el balance inicial, no
descubre diferencias significativas («=0'005) por grupo de tratamiento (RAND).

El analisis de la muestra de exploracion nos ha permitido describir un
patron unico de evolucion para la evolucion de LOGNLYMP o de HB en este
estadio. Sin embargo, la pendiente de evolucion del recuento de plaquetas era
significativamente diferente segun el tratamiento seguido por los pacientes. Los
modelos seleccionados en la muestra de exploracion se ajustan ahora a la
muestra de contraste. En caso de que se confirmen los patrones de evolucion,
ofreceremos un modelo resumen de la evolucion media de PLAQ, ajustado en

la muestra de contraste.

A pesar de no haber encontrado diferentes patrones de evolucion para
LOGNLYMP ni HB, ajustaremos los modelos seleccionados para poder
comparar las pendientes de evolucién en el tiempo, y comprobar si dichas
pendientes son similares en los diferentes estadios prondstico. También
comprobaremos la compatibilidad de las estimaciones de covarianza en ambas

muestras y el comportamiento del modelo en la muestra de contraste.
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A. Analisis de Ia evolucién de LOGNLYMP.

En la Tabla 82 y Tabla 83 se recogen las estimaciones de los
parametros de covarianza y efectos fijos del modelo de evolucién (MJ_L2.13)
para LOGNLYMP, en los pacientes clasificados en el estadio B incluidos en la
muestra de contraste. Las diferencias con respecto a las estimaciones
realizadas en la muestra de exploracion no son importantes (Tabla 61 y Tabla
63), como se puede comprobar realizando los correspondientes tests de
hipétesis para la diferencia de medias en las poblaciones de las que proceden

ambas muestras.

Tabla 82. Muestra C: Modelo para la Covarianza de LOGNLYMP en el estadio B.

Parametro Estimacion Error Std Intervalo de ZparaH,  Prob>|Z|
Confianza (95%) Parametro=0

c?(a) 12564  0'1857 0'8923 1'6205 6'76 0'0000

G ? (b) 0'0016  0'0003 0'0010 0'0023 4'95 0'0000

c? 0'3026  0'0237 0'2562 0'3492 12'76 0'0000

Tabla 83. Muestra C: Estimacién de los efectos del modelo MJ_L2.13 para LOGNLYMP.

Prob.>|T|
Intervalo de T para Hy:

Parametro Estimacion  Error Std Confianza (95%) Parametro=0
INTERCEPT 0'8873 01315 0'6291 11455 6'75 0'0000
[_NLYMP >=80 1'3132  0'2614 0'7999 1'8266 5'02 0'0000

[40-80[ 0'6673 02457 01849 11497 2'72 0'0068
<40 0'0000 ' ' ' ' '
T 0'0243  0'0046 0'0153 0'0333 5'28 0'0000
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Los resultados obtenidos en ambas muestras permiten afirmar que
existe un descenso en el numero de linfocitos poco después de comenzar el
tratamiento. Este descenso es igual con clorambucil y COP, por lo que se
mantiene la diferencia en el numero inicial de linfocitos. Tras el descenso
inicial, la evolucion de LOGNLYMP en el estadio B es ascendente,
independientemente del tratamiento administrado (COP o Clorambucil). Dado
qgue la pendiente de evolucion es unica, las diferencias iniciales persisten a lo
largo del tiempo. Si comparamos estos resultados con los obtenidos en el
estadio A, el aumento de linfocitos parece ser ligeramente mas rapido en los
pacientes incluidos en B, pero esta afirmacion precisa un contraste mas

exhaustivo.

Valoramos el ajuste del modelo en la muestra de contraste mediante los
correspondientes diagramas de dispersion del residuo frente a la prediccion del
modelo (Figura 81) y el tiempo de seguimiento (Figura 82), no observando
ningun patrén particular de hetorocedasticidad. También estudiamos la
distribucion del residuo, mediante un diagrama de normalidad; la correlacion

entre los cuantiles de la muestra de residuos y los de la normal es de 0'98 .
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Figura 81. Muestra C: Residuo frente a la prediccion de LOGNLYMP (MJ_L2.13).
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B. Analisis de la evoluciéon de HB.

La Tabla 84 y Tabla 85 exponen las estimaciones y contraste de los
parametros del modelo MJ_H2.10 para la evolucién de HB en los pacientes
clasificados en el estadio B de la muestra de contraste. Las diferencias con las
estimaciones obtenidas de la muestra de exploracién (Tabla 64 y Tabla 66) no
son importantes; los tests correspondientes al contraste de la diferencia de
medias en las poblaciones de las que proceden ambas muestras no son

significativos.

Tabla 84. Muestra C: Modelo para la Covarianza de HB en el estadio B.

Parametro Estimacion Error Std Intervalo de ZparaH,  Prob>|Z|
Confianza (95%) Parametro=0

c2(a) 64'5193 12'1491 40'7074 88'3313 5'31 0'0000

o2 (b) 0'2520 0'0606 01331 0'3710 4'15 0'0000

o2 102'6650 6'7464 89'4423 115'887 15'22 0'0000

La estimacion de la varianza c° es la mayor de todas las realizadas (Tabla 84).
Esta observacion confirma un aumento de la variabilidad de HB producido por

el tratamiento, pues todos los individuos en el estadio B reciben quimioterapia

(COP o Clorambucil).

Tabla 85. Muestra C: Estimacion y Contraste de efectos fijos del MJ_H2.10 para HB.

Intervalo de Confianza T para H,:

Parametro Estimacion Error Std (95%) Parametro=0 Prob>|T|
INTERCEPT 135'4068 1'8128 131'8485  138'9651 74'70 0'0000
SEXO Hombre, 114125 1'7480 7'9813 14'8436 6'53 0'0000

Mujer 0'0000 ' ' ' ' '
ZONA 5 -241819 22600 -28'6180 -19'7458 -10'70 0'0000
6 -23'2617 2'6365 -28'4369 -18'0865 -8'82 0'0000
8 -2'3257 1'8706 -5'9976 1'3461 -1'24 02141

9 0'0000 ' ' ' ' '
T -0'2226  0'0551 -0'3308 -0'1145 -4'04 0'0001
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La diferencia en la concentracion de hemoglobina de los pacientes de
las zonas 8 y 9, respecto a los de la zona 5 o 6, se mantiene a lo largo del
seguimiento. Ademas, HB desciende en el tiempo, independientemente del
tratamiento o de la localizacion inicial por zona (Figura 83).

Figura 83. Muestra C: Evolucion media de HB en las mujeres del estadio B.
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La pendiente de evolucién de la concentracién de hemoglobina (Tabla
85) no es muy diferente de la que presentan los individuos del estadio A,
localizados en la zona 8 o 9 y tratados con clorambucil. Sin embargo, esta
afirmacion precisa un contraste mas riguroso.

Los diagramas de dispersion del residuo frente a la prediccion del
modelo (Figura 84) y el tiempo de seguimiento (Figura 85) no permiten
apreciar ningun patron de heterocedasticidad que pueda cuestionar las
suposiciones en las que se basa el modelo jerarquico, aunque se observan
algunos “outliers”. El diagrama de normalidad del residuo muestra una
correlaciéon de 0'99 entre los cuantiles de la muestra de residuos y los

correspondientes a la distribucion normal.
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Figura 84. Muestra C: Residuo frente a la prediccion de HB (MJ_H2.10).
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Figura 85. Muestra C: Residuo frente al tiempo de seguimiento (MJ_H2.10).
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C. Andlisis de la evolucién de PLAQ.

1. Las Hipétesis.

Las hipétesis fundamentales extraidas del analisis exploratorio realizado
en el capitulo 7 afirman que el numero inicial de linfocitos (I_NLYMP), la
localizacion segun ZONA vy el tratamiento administrado (RAND) producen
efectos significativos sobre la pendiente de evolucion del recuento de plaquetas

en los pacientes del estadio B.

2. Ajuste del modelo seleccionado (MJ_P2.9).

En la Tabla 86 y Tabla 87 presentamos las estimaciones de los
parametros del modelo MJ_P2.9 para la evolucion de PLAQ en los individuos
de la muestra de contraste (C) clasificados en el estadio prondstico B. Las
diferencias entre dichas estimaciones y las obtenidas a partir de la muestra de
exploracion (Tabla 67 y Tabla 69) no son importantes, como se comprueba
mediante los correspondientes tests para la diferencia de medias en las

poblaciones de las que proceden ambas muestras.

Tabla 86. Muestra C: Modelo para la Covarianza de PLAQ en el estadio B.

Parametro Estimacion Error Std Intervalo de ZparaH,  Prob>|Z|
Confianza (95%) Parametro=0

G2 (a) 1254'0122 248'2052 767'53 1740'48 5'05 0'0000

G 2(b) 2'6475 0'6419 1'38 3'90 4'12 0'0000

o2 2005'4063 151'3018 1708'86 2301'95 13'25 0'0000
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Tabla 87. Muestra C: Estimacién y Contraste de los efectos fijos del MJ_P2.9 para PLAQ.

Intervalo de T para Hy:
Parametro Estimacion Error Std Confianza (95%) Parametro=0 Prob>|T]|
INTERCEPT 258'9707 6'5620  246'09 271'85 39'47 0'0000
ZONA 5 -108'2210 111632 -13013  -86'30 -9'69 0'0000
6 -12'1106 12'9933 -37'61 13'39 -0'93 0'3516
8 -95'0232 92781 -11323 -76'81 -1024 0'0000
9 0'0000 ' ' ' ' '
T -2'1370  0'3929 -2'90 -1'36 -5'44 0'0000
T*I_NLYMP >=80 -0'5631 0'6088 -1'75 0'63 -0'92 0'3553
[40-80] -0'7846 0'4998 -1'76 0'19 -1'57 01169
<40 0'0000 ' ' ' ' '
T*ZONA 5 2'5344 (0'6628 123 3'83 3'82 0'0001
6 0'0085 0'7592 -1'48 1'49 0'01 0'9911
8 1'7269 0'5073 0'73 272 3'40 0'0007
9 0'0000 ' ' ' ' '
T*RAND COP 1'4194  0'3990 0'63 220 3'56 0'0004
Clor. 0'0000 ' ' ' ' '

Las estimaciones del componente de la varianza o en los estadios A
y B con las muestras de exploracion o contraste (Tabla 58, Tabla 67, Tabla 79
y Tabla 86), respaldan un aumento de la variabilidad de PLAQ en los pacientes

tratados.

El contraste de la homogeneidad de las pendientes en la muestra de
contraste es significativo (p=0'0001), confirmando la existencia de un efecto
de la localizaciéon por ZONA sobre la pendiente de evolucion del numero de
plaquetas. Las plaquetas de los pacientes de la zona seis 0 nueve disminuyen,
mientras que el efecto de la localizacion en zona cinco u ocho, tiende a
estabilizar en el tiempo el recuento plaquetario. También es significativo el
efecto del tratamiento sobre la pendiente de evolucidén del numero de plaquetas

(p=0'0004). Se confirma el efecto positivo del tratamiento con COP.
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El test parcial para contrastar la igualdad de las pendientes segun el
nivel inicial de linfocitos (I_NLYMP) no es significativo (p=0'2419). Dado nuestro
criterio conservador, que exige un test parcial significativo en las muestras de
exploracion y contraste, no podemos admitir la existencia de patrones de
evolucion diferente del recuento plaquetario segun I_NLYMP. El criterio se
escogio con el fin de disminuir la probabilidad de cometer errores, evitando
aceptar diferencias en las pendientes de evolucién que Unicamente fueran

debidas al azar.

Los diagramas de dispersion del residuo frente a la prediccion del
modelo MJ_P2.9 (Figura 86) y el tiempo de seguimiento (Figura 87) no
muestran ningun patron claro de heterocedasticidad en la muestra de
contraste, aunque existen algunos “outliers”. También estudiamos la
distribucién del residuo, mediante el correspondiente diagrama de normalidad:
la correlacién entre los cuantiles de la muestra de residuos y los de la

distribucidon normal es de 0'98.
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Figura 86. Muestra C: Residuo frente a la prediccion de PLAQ (MJ_P2.9).
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Figura 87. Muestra C: Residuos frente al tiempo de seguimiento (MJ_P2.9).
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3. Modelo resumen de la evolucién de PLAQ.

La Tabla 88 recoge las estimaciones del modelo resumen de la
evolucion de PLAQ en el estadio B. El modelo incluye el factor ZONA con s6lo
dos clases -zona cinco y ocho; zona seis y nueve-, y el efecto del tratamiento

(RAND) sobre la pendiente de evolucion.

Tabla 88.Muestra C: Efectos fijos del modelo final para la evolucion de PLAQ (Estadio B).

Intervalo de Confianza T para H:

Parametro Estimacion Error Std (95%) Parametro=0 Prob>|T|

INTERCEPT 255'8412  5'6207 244'8088 266'8736 45'52 0'0000

ZONA 5y8 -96'3429  7'6758 -111'409 -81'2767 -12'55 0'0000
6y9 0'0000 ! ! ' ' !

T -2'3100 0'3348  -2'9671 -1'6529 -6'90 0'0000

T*ZONA 5y8 1'9269 0'4131 1'1162 2'7377 4'67 0'0000
6y9 0'0000 ! ! ' ! '

T*RAND COP 1'3253 0'3778 0'5838 2'0669 3'51 0'0005
Clor. 0'0000 ' ' ' ! !

Figura 88. Muestra C: Resumen de la evolucién media de PLAQ en estadio B.

280 =

PLAQ

260 -
240 =
220 4
200 =
180 =

ZONA * RAND

140 =  6y89;Clor.

A 6y9; COP
120 =
< 5y 8; Clor.

100 . . O sys;copP
0 12 24 36 48 60 72 84

Tiempo de Seguimiento (T)

300



Basandonos en dichas estimaciones, construimos la Figura 88, que representa
la evolucion de la media de PLAQ en la muestra de contraste. En la
representacion destaca el mejor comportamiento del recuento plaquetario entre

los pacientes que fueron tratados con COP.

La pendiente de evolucién del recuento de plaquetas en los pacientes
del estadio B localizados en zona seis y nueve tratados con COP no es
diferente a la que presentan los pacientes del estadio A -tratados mediante
abstencion o clorambucil- localizados en zona nueve. Sin embargo, esta
afirmacién precisa un contraste riguroso, que compare las pendientes de

evolucion en los diferentes estadios prondstico.
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Capitulo 9.

Discusion y Conclusiones.






Nuestro estudio se proponia alcanzar dos objetivos fundamentales. En
primer lugar, nos interesaba estudiar las caracteristicas de los pacientes al
comienzo del seguimiento -balance inicial-, analizando sus distribuciones vy
buscando relaciones entre ellas. En segundo lugar, pretendiamos encontrar
diferentes patrones de evolucion -pendientes de evolucion de la respuesta en
el tiempo- del numero de linfocitos (LOGNLYMP), la concentracion de
hemoglobina en sangre (HB) y el numero de plaguetas (PLAQ). La discusién
se estructura en torno a dichos objetivos, incluyendo algunas hipoétesis para
continuar la investigacion sobre la evolucion y supervivencia de los pacientes

de LLC.

I. CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES EN EL BALANCE INICIAL.

La descripcion de las caracteristicas de los pacientes al comienzo de su
proceso de LLC nos ha permitido poner de manifiesto algunas cuestiones de
interés. La mayor parte de los enfermos (69'2%) presentan menos de tres
areas afectadas, y, dicha afectacion, cuando se produce, implica la existencia
de adenomegalias en alguna de las tres localizaciones consideradas -cervical,
axilar e inguinal-. Si se presentan afectadas cuatro areas, lo mas frecuente es
que se afada esplenomegalia a la afectacion ganglionar antes mencionada.
Por otra parte, la distribucidn de la concentracién de hemoglobina (HB) permite
identificar pacientes con valores por debajo del limite inferior del intervalo de
referencia considerado clinicamente “normal” para cada sexo. Ademas, el

recuento de plaquetas en los hombres es inferior al de las mujeres. Sin

305



embargo, lo mas interesante es la observacién de importantes y complicadas
asociaciones del numero de linfocitos (NLYMP), plaquetas (PLAQ) vy
concentracién de hemoglobina (HB) con el sexo, la edad, el numero de areas

afectadas (NROAREAS) y el estadio prondstico (STADEN).

A. Distribucién de NLYMP y Tipos de Médula Osea.

En el estadio C se clasifica a los pacientes con concentracion de
hemoglobina y/o recuento de plaquetas por debajo del limite 100 (g/l o
plaquetasx10%I respectivamente). Las medias de ambas variables en este
estadio son muy bajas, pero predomina el grupo de individuos con valores de
HB y PLAQ simultaneamente por debajo del limite. La distribucion del nimero
de linfocitos en el estadio C pone de manifiesto la existencia de tres grupos de
pacientes: los que presentan niveles de linfocitos menores de 40, en el intervalo
[40-80[ e iguales o mayores de 80x10%/litro. Tan sélo el 8% presentan valores
en el intervalo [40-80[, mientras que los dos grupos mas extremos se reparten,
a partes aproximadamente iguales, el resto de los pacientes. El hecho de
observar esta distribucion tan interesante, unido a que un importante porcentaje
(entre el 17 y el 29%) de los clasificados en el estadio C tengan menos de tres
areas afectadas (NROAREAS<3), hace pensar en la hipotesis de la existencia
de dos maneras de ser clasificado en el estadio C. Por un lado, haber llegado
a un estado de afectacion de la médula ésea grande debido a la proliferacion
de células leucémicas (CL) -grupo de individuos con 80x10° o mas

linfocitos/litro-. Por el otro, tener una médula con tamano, funcionalidad o
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capacidad reactiva tan disminuidas que una proliferacion de CL mucho menor,
conduce a una afectacion medular similar. Los pacientes con niveles de
linfocitos altos han recibido considerable atencién por parte de los
investigadores, pues tradicionalmente se ha considerado que los valores bajos
de concentracion de hemoglobina o recuento de plaquetas se relacionan con
la agresividad o presion de la proliferacion de células leucémicas (“Tumor
Burden”) sobre la médula 6sea. Sin embargo, casi nada se ha escrito respecto
al segundo grupo, que sugiere una asociacion de los valores disminuidos de
concentraciones de HB y numero de plaquetas (PLAQ) con las caracteristicas
de la médula 6sea del organismo huésped, o con la relacién

huésped-proliferacién tumoral (Molica et al. 1985).

Todos los individuos del estadio B tienen, por definicion, tres o mas
areas afectadas (NROAREAS>=3), mientras que los pacientes clasificados en
el estadio A tienen menos de 3 (NROAREAS<3) y una distribucion del numero
de linfocitos muy asimétrica, debido a que la mayoria presentan niveles por
debajo de 40x10° linfocitos / litro. También existen diferencias por estadio -0
numero de areas NROAREAS- en la distribucién de la concentracion de
hemoglobina o del recuento plaquetario. Segun el estudio realizado, el punto
de corte o frontera escogido (NROAREAS<3) por la clasificacion prondstico de
Binet et al. (1981) esta fuertemente relacionado con el numero de linfocitos,
mas que con la concentracién de hemoglobina (NROAREAS<2), o el numero

de plaquetas (NROAREAS<4).
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B. La Relacién entre LOGNLYMP, HB y PLAQ.

El diagrama de dispersion de LOGNLYMP frente a HB y frente a PLAQ
permite observar la distribucién bimodal del numero de linfocitos en el estadio
C de la clasificacion de Binet et al. (1981), asi como la relaciéon del numero de

linfocitos con hemoglobina y recuento de plaquetas.

Los diagramas de dispersion de la concentracién de hemoglobina (HB)
frente al numero de plaquetas (PLAQ) muestran asociacion entre ambas
variables. Los valores bajos de concentracion de hemoglobina (<=130) se
asocian con niveles bajos de recuento plaquetario(<=150). Sin embargo, los
valores bajos de plaquetas no siempre se asocian con concentraciones de
hemoglobina (HB) disminuida. Aunque esta situacion sélo es evidente entre los
hombres, sugiere la hipdtesis de que lo mas frecuente es un descenso
adaptativo del nivel de plaquetas, para mantener la concentracion de
hemoglobina. Cuando este mecanismo claudica, se produciria la disminucién

de los niveles de HB.

Para estudiar la relacion entre LOGNLYMP, HB y PLAQ ajustada por el
sexo, la edad, el numero de areas afectadas (NROAREAS), construimos
modelos MANOVA. Los resultados de estos analisis nos han llevado a definir
una categorizacion del numero de areas afectadas (NROAREAS) con
significado sobre las tres variables respuesta objetivo de nuestro estudio
-LOGNLYMP, HB y PLAQ-. El analisis de las correlaciones parciales entre las

respuestas permite poner de manifiesto que la asociacion entre la
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concentracion de hemoglobina y el recuento de plaquetas no esta explicada por
la edad, el sexo, el numero de areas afectadas o el nivel de linfocitos
(I_NLYMP) -modelo MANOVAZ2-. Su independencia respecto al nivel de
linfocitos plantea la posibilidad de que dicha asociacion esté recogiendo
informacion sobre la médula 6sea del paciente, avalando la hipotesis de la
existencia de diferentes tipos de médula, con distinto tamafio, funcionalidad o
capacidad reactiva ante la proliferacion de células leucémicas. El estudio de
Najean y Deschrywer (1986) avala esta hipétesis. Dichos autores describen
diferentes mecanismos de produccion de anemia y trombopenia. Cuando
coexisten anemia y trombopenia, lo mas frecuente es la presencia de
dificultades en la produccién de células (hematopoyesis). Sin embargo, si solo
se presenta anemia, o sélo plaquetopenia, lo mas frecuente es que estén

generadas por hiperdestruccion celular.

La biopsia o la puncion de la médula permiten medir la infiltracidon
linfocitaria o los patrones de dicha infiltracion, aportando poca informacion en
relacion con el tamano, la funcionalidad o la capacidad adaptativa ante la
proliferacion de células leucémicas. En nuestra opinién, no existen en la
actualidad mejores indicadores de las caracteristicas de la médula que los
propios valores de concentracion de hemoglobina y recuento de plaquetas.
Dichos valores recogen informacién sobre la funcionalidad medular
independientemente de que la funcion esté afectada por el incremento de

células leucémicas -linfocitosis sanguinea- o no.
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C. El papel del Numero de Areas Afectadas (NROAREAS).

Binet et al. (1981) sdlo consideran la concentracion de hemoglobina (HB)
y/o el recuento plaquetario (PLAQ) para clasificar a los pacientes en el estadio
prondstico C. En el fondo, este criterio reconoce que es indiferente el
mecanismo por el cual se llega a presentar una concentracion de HB o
recuento plaquetario tan disminuidos -médula incompetente, numero elevado
de CL, la relacién entre ambos, u otras causas-, recogiendo, sin mencionarlo
expresamente, parte de la asociacion entre la concentracion de hemoglobina
y el numero de plaquetas. De hecho, cuando excluimos del analisis a los
pacientes clasificados en el estadio C, la correlacion entre la concentracion de
hemoglobina y el numero de plaquetas deja de ser significativamente diferente
de cero. Sin embargo, en la muestra de exploracion se detecta asociacion entre
los niveles iniciales |_HB e |_PLAQ, que es muy evidente en los hombres.
Ademas, en la muestra de contraste la correlacion HB-PLAQ presenta un valor
muy extremo, en el limite de la significacion. En consecuencia, existen indicios
para pensar que la consideracion del estadio C no agota la informacién que
recoge la asociacion entre la concentraciéon de hemoglobina y el numero de

plaguetas (Sanz 1989).

La clasificacion de Binet et al. (1981) utiliza el nUmero de areas
afectadas (NROAREAS) para distinguir entre los pacientes del estadio B -con
tres 0 mas areas afectadas- y los del A -con menos de tres areas afectadas-.
Por esta razén, estudiamos minuciosamente la relacion del factor NROAREAS

con las variables respuesta LOGNLYMP, HB y PLAQ medidas en el balance
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inicial. Los resultados de los diferentes modelos MANOVA y ANOVA nos
permiten afirmar que NROAREAS recoge informacién sobre las tres
respuestas, siendo necesario considerarla en la explicacion de la distribucion
conjunta cuando no incluimos en los modelos ninguno de los factores
indicadores de agresividad (I_NLYMP), o tipo de médula (I_HB y/o |_PLAQ).
Al considerar estos ultimos en la explicacion de las respuestas, el factor
NROAREAS anade algo de informacién para explicar LOGNLYMP, es decir, la
agresividad de la enfermedad, pero se puede prescindir de él en la explicacion

de la concentracion de hemoglobina (HB) y del recuento de plaquetas (PLAQ).

Los modelos logisticos para estudiar la relacion entre los factores sexo,
edad y NROAREAS con los niveles iniciales de agresividad (I_NLYMP) o de
tipo de médula (I_HB e |_PLAQ) confirman la relacién entre estos ultimos y el
numero de areas afectadas. La presentacion de tres o mas areas afectadas se
asocia con niveles clinicamente “anormales” de concentracion de hemoglobina
(I_HB), un recuento de plaquetas (I_PLAQ) inferior a 200x10%litro y un numero

de linfocitos (I_NLYMP) superior a 40x10%litro.

La clasificacion de los pacientes con tres 0 mas areas afectadas en el
estadio B selecciona los enfermos que han llegado a tener cierta afectacion de
la médula ésea (niveles bajos de HB o/y PLAQ), como consecuencia de la
proliferacion de células leucémicas (niveles altos de linfocitos). Sin embargo,
un 12% de los pacientes no incluidos en el estadio C ni en el B presentan

niveles “anormales” de concentracion de hemoglobina. Esta heterogeneidad en

311



el grupo A en relacion con la concentracion de hemoglobina concuerda con el
concepto de LLC indolente “smoldering CLL”, caracterizada de forma
fundamental por la presentacion de valores iniciales de concentracion de
hemoglobina superiores a 130 g/litro (Montserrat et al. 1988) o 120 g/litro
(Chevret 1989; FCGCLL 1990b), entre los pacientes del estadio A. La
diferencia de criterio, en los autores antes mencionados, puede ser debida a

la diferencia en la concentracion de hemoglobina segun el sexo.

D. La definiciéon del factor ZONA.

La definicion de ZONA se realizé siguiendo principalmente criterios
clinicos, a partir de los factores indicadores de la concentraciéon de
hemoglobina (I_HB) y del numero de plaquetas (I_PLAQ) al comienzo del

seguimiento.

Al considerar la explicacion de la concentracion de hemoglobina (HB),
tanto el indicador de los niveles iniciales |_HB como su interaccidn con el sexo
(I_HB*sexo) eran imprescindibles. Esta interaccion es muy importante debido
a que recoge informacion sobre la conocida diferencia en HB entre los hombres
y las mujeres en situacion clinica “normal”, asi como de la tendencia que tiene
dicha diferencia a disminuir, cuando consideramos intervalos de concentracion
de hemoglobina por debajo de 120 g/litro. Sin embargo, los valores en el
intervalo [120-130[, considerados “normales” en las mujeres, son clinicamente
bajos y “anormales” en la poblacién de hombres. Esta situacion provoca una

pérdida en el interés clinico del factor | _HB. Por esta razén, pensamos en
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considerar un indicador de los niveles de hemoglobina (I_HB) de forma que
tuviera en cuenta el sexo, sefialando a los hombres y mujeres con
concentraciones iniciales por debajo del limite inferior del intervalo de
referencia correspondiente a su sexo. El comportamiento de ambos factores en
la explicacion de HB resultoé bastante similar, a pesar de que el ultimo, como es

l6gico, explica menos variabilidad (un 8% menos).

El limite inferior del intervalo de referencia considerado clinicamente
“normal” para el recuento de plaquetas es de 150x10%litro. Sin embargo, otros
autores sitian este limite algo mas alto, en 190x10° plaquetas /litro (Orland y
Saltman 1986). Basandonos en el analisis exploratorio nosotros diferenciamos

dos niveles de plaquetas (I_PLAQ): menor o igual y mayor de 200x10%/litro.

Nuestro objetivo fundamental es el estudio de la evolucion de las
respuestas a partir de las caracteristicas de los pacientes al comienzo del
seguimiento. Teniendo en cuenta que, la asociacion entre las variables podria
estar relacionada con las caracteristicas de la médula, e influir sobre la
evolucion de las respuestas, construimos el factor ZONA partiendo de los
valores iniciales de hemoglobina |_HB -"anormal” o “normal’- y recuento de
plaquetas |_PLAQ. ZONA recoge la distribucidn conjunta de los pacientes

segun ambos indicadores.

Las cuatro zonas identificadas por el factor en los estadios prondstico
Ay B son de indudable interés clinico. En la zona nueve se encuentran los
pacientes con niveles iniciales de concentracion de hemoglobina y recuento de

plaguetas compatibles con la “normalidad”, mientras que en la zona cinco, tanto
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HB como PLAQ adquieren valores clinicamente “anormales” -por debajo del
limite inferior del intervalo de referencia considerado “normal” en clinica-. En
zona seis, solo el nivel de hemoglobina es “anormal”, mientras que en la zona
ocho, solo el nivel de plaquetas esta por debajo del limite inferior del intervalo

de referencia considerado clinicamente “normal’.

Si aceptamos la existencia de un mecanismo adaptativo en la médula
Osea para mantener los valores de concentracion de hemoglobina a expensas
de disminuir el nivel de plaquetas, los individuos en zona ocho se corresponden
con pacientes que estan logrando adaptarse, mientras que los individuos en la

zona seis no lo estan consiguiendo.
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Il. PATRONES DE EVOLUCION DE LOGNLYMP, HB Y PLAQ.

El analisis de la evolucion parte de la hipotesis de que las caracteristicas
de los pacientes en el balance inicial: sexo, edad, numero de areas afectadas,
niveles de agresividad (I_NLYMP), tipo de médula 6sea (ZONA) y/o el
tratamiento administrado (RAND) son capaces de identificar grupos de
pacientes con distinta pendiente de evolucion del logaritmo del numero de
linfocitos (LOGNLYMP), la concentracion de hemoglobina (HB) o el recuento

plaquetario (PLAQ).

Los métodos seleccionados para el analisis de evolucion parten de una
suposicion fuerte: la evolucidn intraindividual de la variable respuesta
-LOGNLYMP, HB o PLAQ- se ajusta a un modelo lineal. Comprobamos esta
suposicion, realizando diagramas de dispersion individuales de cada variable
respuesta frente al tiempo de seguimiento. Los diagramas permitian aceptar la
suposicidon en la mayor parte de los casos. Sin embargo, la primera
observacion de LOGNLYMP realizada en el balance inicial de los individuos
tratados -fuera cual fuera el régimen quimioterapico- era muy alta y estaba muy
alejada del resto de observaciones donde el modelo lineal resultaba aceptable
de nuevo. Por esta razon, consideramos la primera observacion para la
definicion del nivel de agresividad (I_NLYMP), pero la excluimos en el ajuste de
los modelos. Resulta evidente la existencia de un descenso en el nivel de
linfocitos de las personas tratadas poco tiempo después de comenzar el
tratamiento, que nuestros modelos estimaran en el origen de la escala

temporal.
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A. Evolucién en el estadio prondstico A.

El analisis de la evolucion de los pacientes en el estadio pronostico A ha
puesto de manifiesto la existencia de diferentes patrones de evolucién de la
concentracion de HB, del numero de linfocitos (LOGNLYMP) y el recuento de

plaquetas (PLAQ).

1. Evolucién del logaritmo del numero de linfocitos.

En los pacientes con recuento inicial menor de 40x10° linfocitos/litro
tratados con clorambucil, LOGNLYMP sufre un descenso después de
comenzar el tratamiento y una lenta recuperacién posterior. La pendiente
de recuperacion de este grupo de pacientes es significativamente diferente de
la evolucion ascendente de LOGNLYMP en los enfermos que, con el mismo
nivel inicial de linfocitos (40x10%litro), permanecen en abstencion terapéutica:
los pacientes tratados presentan una pendiente con un gradiente menor. En el
estadio A la mayoria de los pacientes presentan un numero de linfocitos inicial
menor de 40, existiendo un numero muy limitado de individuos con valores de
NLYMP superiores a 80, lo que no nos permite sacar conclusiones con los
resultados de dicho grupo de pacientes. Ademas, el tratamiento aumenta la
variabilidad de LOGNLYMP y de las pendientes y términos independientes de
los modelos intraindividuales, invirtiendo el signo de la covarianza entre los dos
ultimos. La covarianza negativa en los enfermos tratados implica una
pendiente de recuperacion de LOGNLYMP relativamente mas rapida a
medida que el descenso de linfocitos tras iniciar el tratamiento alcanza

niveles mas bajos.
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2. Evolucién de la concentracién de hemoglobina.

El analisis de la evolucién de HB en el estadio A pone de manifiesto la
existencia de patrones de evolucion diferente segun los niveles iniciales
de concentracion de hemoglobina (“normal” o “anormal”) y el tratamiento
administrado (RAND). El tratamiento aumenta la variabilidad de HB, pero el
resultado mas interesante de este analisis es la constatacion de que la
concentraciéon de hemoglobina evoluciona peor en los sujetos tratados
con clorambucil y localizados en las zonas ocho 6 nueve -nivel inicial
‘normal” de hemoglobina-. Este descubrimiento resulta compatible con la
disminucién de la supervivencia de los pacientes tratados a pesar de que se
consiguen cierto numero de remisiones, es decir, el efecto paradogjico del
clorambucil en el estadio A descrito por el FCGCLL (1988a). Sin embargo, la
evolucion de HB es mejor en los pacientes tratados, cuando estan
localizados en las zonas cinco 6 seis -nivel inicial “anormal” de
hemoglobina-. Esto implicaria un efecto beneficioso del tratamiento con
clorambucil de los pacientes en A y zonas cinco 0 seis, que retrasaria su
evolucion hacia el estadio pronéstico C, dependiendo dicho cambio de
estadio, de la evolucion del recuento plaquetario. En la actualidad, no se
conocen las causas de este comportamiento paraddjico del clorambucil, que
parece provocar una mielosupresion selectiva de los pacientes con médula
hipotéticamente mas capaz (zona 9) o con capacidad ligeramente disminuida

(zona 8).
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3. Evolucién del numero de plagquetas.

El analisis de evolucién del numero de plaquetas (PLAQ) nos ha
permitido observar una variabilidad de PLAQ mayor entre los pacientes
tratados con clorambucil y algunas diferencias en los parametros del modelo
de covarianza en la muestra de exploracion (E) y contraste (C). A pesar de
dichas diferencias, las estimaciones de los efectos fijos son similares en ambas
muestras, permitiéndonos definir diferentes patrones de evolucion del
recuento plaquetario segun los niveles iniciales de plaquetas (<=200,
>200). El recuento plaquetario se mantiene estable, o con una ligera pendiente
ascendente en los pacientes localizados en la zona ocho o cinco (nivel inicial
de plaquetas <=200) -en zona cinco la pendiente es negativa en la muestra de
exploracion-. Sin embargo, el numero de plaquetas desciende en los pacientes
localizados en la zona nueve o seis (nivel inicial de plaquetas >200). El efecto
del tratamiento con clorambucil se materializa en un descenso del nimero
de plaquetas poco después de comenzar el tratamiento, que, ademas, no
es capaz de cambiar las pendientes de evolucion de dicha variable.

El descenso de PLAQ en ambas muestras (E o C) es mucho mas
pronunciado entre los pacientes localizados en la zona seis; aunque no es
estadisticamente significativo en la muestra de contraste, esto pudiera tener
algun significado biolégico o clinico de interés. De hecho, en el apartado
anterior, se senala que el tratamiento con clorambucil retrasa el cambio hacia
el estadio C provocado por la disminucién de HB, sélo en las zonas cinco o
seis. Sin embargo, dado que el clorambucil no aumenta el nivel de plaquetas,
los pacientes localizados en la zona seis pueden cambiar antes al estadio

prondstico C.
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B. Evolucién en el estadio prondstico B.

1. Evolucién del logaritmo del numero de linfocitos.

No hemos encontrado patrones diferentes de evolucion del logaritmo del
numero de linfocitos en el estadio B, considerando los factores iniciales
ensayados. Sin embargo, el tiempo tiene un efecto positivo sobre la
evolucion de esta variable, que parece aumentar mas rapidamente que en
el estadio A, independientemente del tratamiento administrado (Clorambucil
o COP). La clasificacion prondstico (Binet et al. 1981) segun el numero de
areas afectadas (NROAREAS), podria estar recogiendo informacién sobre la
evolucion del numero de linfocitos. La enfermedad resulta ser mas agresiva,
con una proliferacién mayor de células leucémicas, en los pacientes del estadio
B, todos los cuales presentan mas de tres areas afectadas. Es necesario un
estudio y analisis posterior mas detallado comparando la evoluciéon de los

linfocitos en los diferentes estadios Ay B.

2. Evolucién de la concentraciéon de hemoglobina.

Tampoco encontramos patrones de evolucidon diferentes para la
concentracion de hemoglobina (HB) de los pacientes en el estadio B. El tiempo
tiene un efecto negativo sobre dicha concentracion. Ademas, aunque la
comparacion debe realizarse de forma mas rigurosa, HB disminuye con una
pendiente que parece no ser diferente de la observada en los pacientes
localizados en zona nueve, clasificados en el estadio A y tratados con

clorambucil. Esto podria significar que, presentar un numero de areas
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afectadas (NROAREAS) superior a tres, no aporta informacion adicional sobre
la evolucién de la concentracion de hemoglobina en dichos pacientes. En los
pacientes con mas de tres areas afectadas, el numero de linfocitos es mas
elevado y la agresividad de la enfermedad se incrementa como acabamos de
comentar. Posiblemente, con una agresividad tan importante, la capacidad
reactiva, funcionalidad o tamafo de la médula ésea no tengan demasiada
importancia, por lo cual no detectamos diferentes patrones de evolucién segun
la localizacion por zona. Sin embargo, aunque la pendiente sea uniforme en
todas las zonas, debemos tener en cuenta que los individuos enla 5 6 6
cambian al estadio pronostico C mucho antes, al estar situados mas cerca del
limite para entrar en dicho estadio. La hemoglobina evoluciona de forma
uniforme en los pacientes del estadio B independientemente de la ZONA o del
tratamiento administrado (Clorambucil o COP). El tratamiento en este caso

no retrasa el cambio hacia el estadio pronéstico C.

3. Evolucién del recuento de plaquetas.

El tratamiento y la localizacién segun zona tienen efecto sobre la
pendiente de evolucion del recuento plaquetario en el estadio B. En primer
lugar, el numero de plaquetas de los pacientes tratados con clorambucil
localizados en las zonas seis y nueve -recuentos iniciales superiores a 200x10°
plaquetas/litro- desciende a lo largo del tiempo, mientras en las zonas cinco y
ocho el descenso es mucho mas lento. En segundo lugar, el tratamiento con
COP desacelera el descenso del nivel de plaquetas en las zonas seis y nueve,

llegando a conseguir una evolucion positiva en los individuos localizados en
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zonas cinco u ocho. Esta evolucion positiva puede retrasar el cambio hacia el
estadio prondstico C provocado por la disminucion de plaquetas, aunque no se
afectarian los cambios de estadio producidos por la disminucion en la

concentracion de hemoglobina.

C. Patrones de evolucién y tratamiento.

Desde el punto de vista de la evolucion de las variables respuesta
estudiadas -LOGNLYMP, HB y PLAQ-, no existen razones para tratar con
quimioterapia -clorambucil o COP- a los pacientes localizados en la zona
nueve. Sin embargo, los pacientes en dicha zona que presentan tres o mas
areas afectadas (estadio B) pueden precisar la administraciéon de algun

tratamiento paliativo con el fin de disminuir el tamafio o el nUmero de areas.

Los pacientes localizados en zona ocho presentan una mejor evolucién
del numero de plaquetas cuando son tratados con COP en el estadio B
(NROAREAS>=3). En el estadio A la evolucién de PLAQ no es diferente segun
el tratamiento -abstencién o clorambucil-. Sin embargo, la concentracion de
hemoglobina evoluciona peor con el clorambucil y lo mejor es la abstencion
terapéutica, coincidiendo con el criterio del FCGCLL. En el estadio B y zona
ocho, el comportamiento de las plaquetas con COP parece ser mejor, pero
seria preciso comparar este tratamiento con otras medidas paliativas de
soporte, destinadas a disminuir el niumero de areas afectadas o incluso la

abstencion terapéutica.
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Las recomendaciones terapéuticas en zona seis no son faciles de hacer,
pues existen muy pocos individuos en dicha zona. Por una parte, los pacientes
del estadio A presentan pendientes de evolucion de plaquetas muy negativas
tanto en la muestra de exploracién como en la de contraste, aunque en esta
ultima la pendiente no es diferente de la correspondiente a los pacientes
localizados en zona nueve. Sin embargo, en el estadio B, la evolucion de PLAQ
en los tratados con COP es mejor. Por otra parte, en el estadio A los pacientes
tratados con clorambucil presentan una buena evolucién de HB. Por lo tanto,
parece que lo mejor seria la administracion de tratamiento quimioterapico,

siendo necesaria la comparacioén del clorambucil y COP en esta zona.

En la zona cinco, el tratamiento con clorambucil tiene un efecto positivo
sobre la evolucion de la concentracion de hemoglobina en el estadio A y el
tratamiento con COP produce un efecto positivo en la evolucion de las
plaquetas en el estadio B. Los resultados de este estudio indican que el
tratamiento puede resultar beneficioso para estos pacientes, siendo necesario

contrastar el efecto del clorambucil frente al COP en el estadio A.
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lll. CONCLUSIONES.

Resumimos a continuacién las conclusiones que consideramos mas

importantes en relacion con los objetivos planteados al inicio del estudio.

A. Conclusiones del estudio del Balance Inicial.

1.

La distribucion del numero de linfocitos en el estadio
prondstico C (Binet et al. 1981) permite distinguir tres grupos de
pacientes: los que presentan menos de 40, en el intervalo [40-80[
y superiores o iguales a 80x19° linfocitos / litro. Sélo un 8% de los
pacientes se encuentran en el grupo intermedio, mientras los dos
grupos extremos se reparten aproximadamente por igual el resto de

los enfermos.

El recuento de plaquetas en los hombres es menor que el de las
mujeres, precisando un estudio de las causas que producen esta

diferencia.

Existe asociacién entre la concentracion de hemoglobina y el
numero de plaquetas de los pacientes diagnosticados de LLC.
Dicha asociacién no esta explicada por el sexo, la edad, el niumero
de areas afectadas (NROAREAS) o el nivel del numero de linfocitos.
La consideracion del estadio pronéstico C no agota la informacién
que sobre la evolucidon proporcionan la relacion entre ambas

variables.
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4. La presentacion de tres o mas areas afectadas -definidas con los

mismos criterios de la clasificacion de Binet et al. (1981)- se
relaciona con niveles clinicamente “anormales” de
hemoglobina -menores del limite inferior del intervalo de referencia
considerado normal segun el sexo- y plaquetas menores o iguales
a 200x10%/litro, pero con niveles altos del recuento de linfocitos
(>=40x10°/litro). Su utilizaciéon para clasificar a los pacientes del
estadio pronéstico B, selecciona individuos con cierto grado de
afectacion medular -niveles bajos de concentracién de
hemoglobina o numero de plaquetas-, debido a la proliferacién de
células leucémicas. Sin embargo, aproximadamente un 12% de los
pacientes no incluidos en C ni en B presentan niveles de

hemoglobina “anormales” con menos de tres areas afectadas.

B. Conclusiones del estudio de Ia evolucion en el estadio A.

El niumero de linfocitos tiende a aumentar en el tiempo, cuando los
pacientes presentan un recuento linfocitario inicial por debajo de
40x10%litro y permanecen en abstencion terapéutica -grupo de
individuos no tratados-. Con similar linfocitosis inicial, el efecto del
tratamiento con clorambucil se materializa en un descenso del
nivel de linfocitos poco después de iniciar su administracion,
con un lento aumento posterior. El aumento es relativamente mas

rapido, cuanto mas bajo haya sido el nivel de linfocitos alcanzado



tras el descenso inicial. Ademas, la evolucion del numero de
linfocitos esta frenada por el tratamiento, resultando la pendiente de
LOGNLYMP en los pacientes tratados presenta un gradiente

positivo significativamente menor.

El tratamiento con clorambucil tiene un efecto paradéjico sobre
la evolucién de la concentracion de hemoglobina. Dicha
concentracion tiende a aumentar en el tiempo, entre los pacientes
con niveles iniciales de HB por debajo del limite inferior del intervalo
de referencia considerado clinicamente “normal” para cada sexo
-<=130 en hombres y <=120 en mujeres-. Sin embargo, en los
pacientes con niveles iniciales compatibles con la “normalidad”
clinica, el tratamiento con clorambucil hace que disminuya la

concentracion de HB en el tiempo.

La evolucidén del recuento de plaquetas es diferente segun su
nivel inicial. Cuando el recuento inicial esta en valores compatibles
con la “normalidad” clinica (>=200), el numero de plaquetas
disminuye en el tiempo. Sin embargo, cuando el nivel inicial es igual
o menor de 200x10%litro, el recuento tiende hacia la estabilidad
temporal. El efecto del tratamiento con clorambucil se reduce a
un descenso en el numero de plaquetas poco después de
comenzar su administracion, sin alterar la evolucién temporal

antes descrita.
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El tratamiento con clorambucil produce mejores resultados que
la abstencion en los pacientes clasificados en el estadio A 'y
con niveles de hemoglobina bajos, o clinicamente “anormales”
para cada sexo (<=130 en los hombres y <=120 en las mujeres). El
clorambucil consigue frenar la caida de hemoglobina, retrasando el
cambio hacia el estadio pronéstico C (en zona cinco). Ademas, no
se encuentran razones para aplazar el inicio del tratamiento. Sin
embargo, el tratamiento con clorambucil de los pacientes que
presentan valores iniciales de hemoglobina compatibles con la

“normalidad” clinica no debe realizarse.

C. Conclusiones del estudio de la evolucion en el estadio B.

El patron de evolucién del numero de linfocitos es Unico, no
pudiendo distinguir diferentes pendientes de evolucién por ninguna
de las caracteristicas iniciales consideradas. Los linfocitos
disminuyen poco después de comenzar el tratamiento con
clorambucil o COP, produciéndose después un aumento del

numero de linfocitos.

Ninguna de las caracteristicas iniciales de los pacientes ha permitido
identificar patrones diferentes de evolucion de hemoglobina. El
patron de evolucion de la concentracion de hemoglobina es

unico: la concentracion disminuye en el tiempo.



3. La evolucion del recuento de plaquetas es diferente segun su
nivel inicial y el tratamiento administrado. En los pacientes con
recuento inicial menor o igual a 200x10° /litro tratados con
clorambucil se observa un descenso del numero de plaquetas. Los
pacientes con niveles iniciales por encima de dicho valor, sufren una
disminucién del numero de plaquetas mas rapida. El tratamiento
con COP consigue que dicha disminucién sea mucho mas
suave cuando los niveles iniciales estaban por encima de 200,
e incluso aumenta el recuento de plaquetas de los pacientes con

nivel inicial clinicamente “anormal” (<=200x10° plaquetas/litro).

D. Cuestiones abiertas.

1. ¢ Cudl es la causa del comportamiento paraddjico del clorambucil en
el estadio A? ;Por qué produce una disminucion de la concentracion de
hemoglobina entre los pacientes con niveles iniciales compatibles con la

‘normalidad” clinica y un aumento en los demas?

2. ;Cual es la razéon de que el tratamiento con COP tenga un
comportamiento mejor que el clorambucil con el recuento de plaquetas en el

estadio B?

3. ¢ Existe relacién entre los patrones de evolucion de la concentracion
de hemoglobina, el numero de plaquetas o linfocitos con la supervivencia de los

pacientes?
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4. ;Como evolucionan conjuntamente las tres variables antes
mencionadas? ;Su evolucién conjunta afecta la supervivencia de los

pacientes?
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RESUMEN

La historia natural de la leucemia linfocitica crénica es poco conocida.
Por otra parte se han descrito resultados paradédjicos en los enfermos

tratados con clorambucil.

En este trabajo se estudia la evolucion de la concentracion de
hemoglobina, el recuento plaquetario y el numero de linfocitos en enfermos
clasificados en los estadios A y B de Binet (1981), teniendo en cuenta los
valores iniciales de estas variables, la edad, el sexo, el numero de areas
afectadas y el tratamiento aleatoriamente asignado. Los datos utilizados
corresponden a 968 pacientes incluidos en el ensayo LLC-80 y seguidos
durante un maximo de siete afios. En el andlisis se utilizan modelos

jerarquicos apropiados para datos longitudinales.

Los resultados confirman un aumento del numero de linfocitos, tras
una caida inicial en los pacientes tratados; la concentracion de hemoglobina
disminuye en el tiempo, excepto en un grupo de pacientes del estadio A
tratados con clorambucil; se observan diferencias en el recuento plaquetario,

relacionadas con los valores iniciales y el tratamiento asignado.

Palabras Clave: Leucemia Linfocitica Crénica, evolucion, linfocitos,

hemoglobina, plaquetas, datos longitudinales, modelos

jerarquicos, efectos aleatorios, clorambucil, COP.
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Title: Evolution of Chronic Lymphocytic Leukaemia patients: a study of
haemoglobin concentration, platelets count and number of lymphocytes.

Abstract:

The natural history of Chronic Lymphocytic Leukaemia patients is little known. Also it is unknown,
the clinical meaning of statistical association between variables useful in the patients prognostic
classification. Recently, they have been described paradoxical results in patients treated with
chlorambucil.

This doctoral dissertation studies the evolution of haemoglobin concentration, the platelets count
and lymphocytes number in patients classified in A or B strata of Binet (1981) prognostic classification,
taking into account the initial values of such variables, age, sex, number of affected lymphatic areas and
random treatment assigned.

The used data correspond to 968 patients included in LLC-80 clinical trial and followed during a
maximum of seven years, by different number of clinical balances. The analysis of initial values was
accomplished through multivariate models (MANOVA) that permit to study three response variables
simultaneously. The evolution of such responses was analyzed through appropriate hierarchical models
(MIXED ANOVA) for longitudinal data.

The results confirm an increase in the lymphocytes number, after an initial fall in the treated
patients; the haemoglobin concentration reduces in time, except in a group of A strata patients treated
with chlorambucil (paradoxical effect on the evolution). There are observed differences in the platelets
count evolution, related to the initial values and the assigned treatment.

Finally, it is outlined a patients classification according to the initial haemoglobin concentration
and platelets count levels (ZONE), that contains information on patient bone marrow state and has a clear

meaning in relationship to the subsequent evolution of responses.
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