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Glosario de abreviaturas






ABC. Célula B activada.

AcMo. Anticuerpo(s) monoclonal(es).

Ag. Antigeno.

ALAT. Alanina aminotransferasa.

ALK. Anaplastic lymphoma kinase (ALK), también conocida como «receptor ALK tirosina-kinasa» o
«CD246».

APC. Aloficocianina.

ASAT. Aspartato aminotransferasa.

bcl2. Familia de proteinas que regulan procesos de permeabilizacion mitocondrial y constituyen un
punto clave en la via intrinseca de apoptosis celular. Deriva del protooncogén Bcl-2 (B-cell lymphoma
2).

bcl6. Proteina 6 del linfoma de células B (BCL6). Es una proteina codificada en humanos por el gen
bcl6.

BCR. Receptor de células B.

Blimp-1. Proteina de maduracién inducida por linfocito B, del inglés B-lymphocyte-induced
maturation protein 1.

BM. Biologia molecular.

BO. Biopsia 6sea.

BOB. Biopsia 0sea bilateral.

BOU. Biopsia dsea unilateral.

c-Kit. Proto-oncogen c-Kit o «proteina tirosina-kinasa Kit» o «CD117»; proteina codificada en
humanos por el gen KIT, responsable de distintas rutas de sefializaciéon celular implicadas en
crecimiento celular, proliferacion, supervivencia y migracién celular.

CD. Cluster of differentiation (marcadores de superficie celular).

CDF. Células denderiticas foliculares.

CG. Centro germinal.

CMF. Citometria de flujo.

CMH. Complejo mayor de histocompatibilidad.

CMV. Citomegalovirus.

CP. Célula plasmatica.

CXCL13. Proteina codificada por el gen CXCL13 también llamada B lymphocyte chemoattractant
(BLC).

CXCR12. Factor derivado del estroma (SDF-1).

CXCRA4. Receptor de citoquinas tipo 4, fusina o CD184.

CXCRS5. Receptor de citocina tipo 5 o CD185 (cluster of differentiation 185) o receptor 1 de linfoma
de Burkitt (BLR1).

cy. Citoplasmatico.

DS. Desviacion estandar.

E2A. Factor de transcripcidon con papel principal en la diferenciacién especifica tisular durante la
embriogénesis, como en la diferenciacion temprana de células B.

EBV. Virus Ebstein-Barr.

EMR. Enfermedad minima residual.

FDG. 18-F-fluorodesoxiglucosa.

FISH. Hibridacion in situ fluorescente.

FITC. Isotiocianato de fluoresceina.

FSC. Dispersion frontal de luz o tamafio celular.

GL. Ganglio linfatico.

GM. Gammapatia monoclonal.

GMSI. Gammapatia monoclonal de significado incierto.

HC2. Regidn constante 2 de las cadenas pesadas.

HLA. Antigenos leucocitarios humanos.

HMS. Hipermutaciéon somatica.

HPN. Hemoglobinuria paroxistica nocturna.

HUMARA. Test molecular de inactivacién del cromosoma X.

Ig. Inmunoglobulina/s.

IGH. Gen de la cadena pesada de las inmunoglobulinas.

IGL. Gen de la cadena ligera de las inmunoglobulinas.

IL. Interleucina.

IPI. indice prondstico internacional.

irf-4. Factor regulador de interferén 4.

Ki67. Antigeno KI-67 o MKI67, proteina codificada por el gen MKI67, asociada a proliferacién celular.

LAM. Leucemia aguda mielobl3stica.

LB. Linfoma de Burkitt.

LBDCG. Linfoma B difuso de célula grande.

LCM. Linfoma de células del Manto.



LCR. Liquido céfalo-raquideo.

LDH. Lactato-deshidrogenasa.

LF. Linfoma folicular.

LLA. Leucemia linfoblastica aguda.

LLC. Leucemia linfatica crdnica.

LCP. Leucemia de células plasmaticas.

LLCP. Linfoma linfocitico de célula pequeia.

LLGG-T. Leucemia/linfocitosis de linfocitos T grandes granulares.
LLP. Linfoma linfoplasmocitico.

LNH. Linfoma no Hodgkin.

LPL-B. Leucemia prolinfocitica B.

LZM. Linfoma de zona marginal.

LZME. Linfoma de zona marginal esplénico.

LZMn. Linfoma de zona marginal nodal.

MALT. Tejido linfoide asociado a mucosas.

MBL. Linfocitosis B monoclonal.

MFI. Intensidad media de fluorescencia.

mitf. Factor de transcripcidn asociado a mocroftalmina.
MM. Mieloma multiple.

MO. Médula 6sea.

MS. Mastocitosis sistémica.

MTC. Major translocation cluster.

MW. Macroglobulinemia de Waldenstrom.

NK. Natural killer.

OMS. Organizacién Mundial de la Salud.

ORL. Ororrinolanringea.

PAAF. Puncidn aspiracién con aguja fina.

PAXS5. Proteina paired box-5.

PCR. Reaccion en cadena de la polimerasa.

PE. Ficoeritrina.

PerCP. Proteina peridin-clorofila.

PET. Tomografia por emisién de positrones.

PU-1. Factor de transcripcidn tejido especifico expresado en células de linaje hematopoyético.
RAG. Gen activador de la recombinacion.

REAL. Clasificacidn revisada europea-americana.

RMN. Resonancia magnética nuclear.

SCF. Stem cell factor.

SLP. Sindrome linfoproliferativo.

SLPC. Sindrome linfoproliferativo crénico.

SMD. Sindrome mielodisplasico.

SNC. Sistema nervioso central.

SP. Sangre periférica.

SSC. Dispersion lateral de luz o complejidad interna de la célula.
SvLP. Supervivencia libre de progresion.

TC. Tomografia computerizada.

TCR. Receptor de células T.

Tdt. Deoxinucleotidil-transferasa-terminal.

TL. Tricoleucemia.

TL-V. Forma variante de tricoleucemia.

VCAM-1. Del inglés vascular cell adhesion molecule 1 o «CD106».
VHB. Virus hepatitis B.

VHC. Virus hepatitis C.

VIH. Virus de la inmunodeficiencia humana.

VLA-4. Integrina alphadbetal (Very Late Antigen-4), compuesto por CD49d (alpha 4) y CD29 (beta 1).
Xbp-1. Proteina 1 de unién de segmentos X.
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INTRODUCCION

Los linfocitos son células de origen hematopoyético que forman parte del
sistema inmune. El sistema inmune es un conjunto de estructuras y procesos
biolégicos dentro de un organismo que lo protegen contra enfermedades
identificando y destruyendo células patdgenas. Los linfocitos reconocen agentes
extrafos distintos y responden ante cada uno de ellos de forma especifica y
adaptada, o inducen tolerancia frente a las estructuras propias. Existen dos
grandes grupos de células linfoides con origen y funcion diferentes: los linfocitos T
y los linfocitos B, aunque también se describe un tercer grupo de células linfoides
con ciertos mecanismos efectores de respuesta inmune comunes con los linfocitos
T,y a las que se denomina «células natural killer» (NK).

Las células linfoides B y T contienen moléculas receptoras que reconocen
objetivos o blancos especificos [receptor de células B (BCR) y receptor de células T
(TCR), respectivamente]. Las células T reconocen un objetivo no-propio, como por
ejemplo un patégeno, después de que los antigenos (fragmentos residuales del
patégeno) han sido procesados y presentados en combinacién con un receptor
propio: una molécula del llamado «complejo mayor de histocompatibilidad»
(CMH). Hay dos subtipos principales de células T: la célula T citotdxica (Linfocito T-
CD8) y la célula T colaboradora (Linfocito T-CD4). Las células T citotéxicas solo
reconocen antigenos acoplados a moléculas del CMH de clase |, mientras que las
células T colaboradoras solo reconocen antigenos acoplados a moléculas del CMH
de clase Il. Estos dos mecanismos de presentacion de antigenos reflejan los
diferentes cometidos de uno y otro tipo de células T. Un tercer subtipo lo forman
las células Tyd, que reconocen antigenos intactos que no estan acoplados a
receptores CMH. El BCR es una molécula de inmunoglobulina (Ig) no secretable,
expresada en la superficie de la célula B y que reconoce patégenos completos sin
la necesidad de que los antigenos sean procesados previamente. Cada linaje de
células B expresa un anticuerpo diferente, de forma que el conjunto completo de
receptores de antigenos de las células B de un organismo representa todos los
anticuerpos que ese organismo es capaz de fabricar.

Las neoplasias malignas de células linfoides son enfermedades que engloban
desde procesos de escasa malignidad, hasta neoplasias muy agresivas. Se originan
a partir de una proliferacidon clonal linfoide de células que se encuentran en
distintas etapas de diferenciacién, lo que da lugar a una gran variedad de datos
morfoldgicos e inmunitarios y de manifestaciones clinicas. Los avances en la
investigacion del sistema inmune normal han permitido conocer mejor estos
procesos, a veces confusos.
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Algunas neoplasias malignas de las células linfoides se manifiestan de forma
predominante como leucemia [es decir, afectando sobre todo a la sangre
periférica (SP) y la médula dsea (MO)], mientras que otras se presentan como
linfomas (es decir, tumores sdlidos del sistema inmunitario). Algunas neoplasias
linfoides se pueden presentar como leucemias unas veces y como linfomas otras,
y, ademas, la forma clinica puede cambiar durante la evolucién de la enfermedad.
Este cambio se observa con mayor frecuencia en pacientes que comienzan con un
linfoma y que, mas tarde, en el curso evolutivo de la enfermedad, muestran
manifestaciones de leucemia (proceso de leucemizaciéon).!

Dentro de las posibles enfermedades hematoldgicas malignas de células
linfoides, bajo el término de «sindromes linfoproliferativos» (SLP) se incluye un
grupo heterogéneo de enfermedades que tienen en comun el origen linfoide de
las células que proliferan. Dentro de los SLP, cabe distinguir los agudos (leucemias
agudas linfoblasticas), y los crénicos (SLPC). Estos, a su vez, pueden cursar con
expresion leucémica o no. Entre estos ultimos, denominados genéricamente
«linfomas», se incluye un grupo heterogéneo de enfermedades que se
caracterizan por una proliferacién clonal de células linfoides de aspecto maduro
con caracteristicas correspondientes, en cada caso, a distintas subpoblaciones
normales de linfocitos maduros. Dentro de los linfomas se distinguen dos grandes
grupos, los denominados «Hodgkin» y el resto [Linfomas No Hodgkin (LNH)]

Teniendo en cuenta distintas caracteristicas, los SLPC se pueden clasificar en
diferentes grupos. Si nos centramos en su inmunofenotipo y origen celular,
podemos hablar de SLPC-B, T y NK. Sin embargo, segun la clasificacién actual de la
Organizacidon Mundial de la Salud (OMS),* los SLPC-T y NK se consideran de forma
conjunta, ya que algunos subtipos presentan caracteristicas clinicas, morfoldgicas
y evolutivas similares, independientemente de la naturaleza de la célula clonal, y
claramente son diferentes de las neoplasias de linfocitos B.

Por lo general, mas del 90-95% de todas las enfermedades neoplasicas
linfoproliferativas crénicas estan representadas por los SLPC-B:* engloban un
amplio grupo de enfermedades, clinica y biolégicamente bien definidas; sin
embargo, el nimero de SLPC-T y NK es mucho menor.*?

A lo largo de esta introduccién, revisaremos algunos aspectos de la
maduracién linfoide normal, repasaremos brevemente el diagndstico y la
clasificacién de los LNH, asi como las caracteristicas inmunofenotipicas de los SLPC
y los LNH, y las aportaciones de la citometria de flujo (CMF) en este campo.
Analizaremos las estrategias de diagndstico de clonalidad linfoide en los SLPC
mediante CMF y revisaremos las caracteristicas fenotipicas mas relevantes de los
distintos subtipos de SLPC-B y T identificados en la clasificacion de la OMS."
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Nos centraremos también en el estudio clinico de extensién de los LNH y en la
importancia del analisis histoldgico de biopsia 6sea (BO) junto al estudio de CMF
para determinar el estadio clinico del linfoma pre-tratamiento con el uso
combinado de técnicas diagndsticas, como el estudio de clonalidad y/o las
translocaciones cromosémicas mediante técnicas de Biologia Molecular (BM).
Igualmente, se analizara el valor clinico de realizar la BO en una cresta iliaca o en
ambas (estudio bilateral).
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1. Maduracion Linfoide

1.1. Estadios iniciales en la maduracion Linfoide By T

Los linfocitos proceden de un precursor hematopoyético CD34+.*° Entre los
precursores CD34+CD45+**" de la MO, se identifica un compartimento
significativo de precursores B con co-expresion de la enzima nuclear
deoxinucleotidil-transferasa-terminal (Tdt), proteina paired box-5 (PAX5), CD81,
CD10, CD19, CD22 y CD79a citoplasmético (cy).”

Aunque no existe un acuerdo unanime sobre la secuencia exacta de aparicion
de estos marcadores, sabemos que la expresidn de PAX5 es un evento temprano
gue se asocia a la activacion de expresion de otras proteinas propias de la
diferenciacién B;**! se asume que la expresion de Tdt precede a CD10, CD22 y
CD79a y que CD19 se positiviza en un estadio inmediatamente posterior a estos

ultimos marcadores inducido por CD81.”*?

En el caso de las células T o NK, no esta totalmente aclarado el precursor de la

MO, ni los primeros estadios de diferenciacion,****

aunque se ha sugerido que un
grupo minoritario de células que expresan CD34+CD7+ en MO (<0,5% de la
celularidad global y <20 % de los precursores CD34+) podria incluir un precursor
comun T/NK/célula dendritica®*® con co-expresion de CD117, CD135, CD38, CD44,
CD45RA y HLA-DR, y con expresion variable de los marcadores asociados a linea
mieloide CD13 y CD33."' La presencia de reactividad para CD5, que
habitualmente ocurre fuera de la MO, permite identificar los precursores
especificos de célula T mas inmaduros que han emigrado al timo y, a su vez,

distinguirlos de los precursores de células NK.**1

1.2. Maduracion B

La maduracion de las células B tiene lugar en dos etapas diferentes, y en dos
localizaciones distintas:

a) Independiente de antigeno (Ag), que tiene lugar durante el periodo fetal en
el saco vitelino y en el higado, vy, tras el nacimiento, se localiza en la MO. En
esta primera etapa ocurre la diferenciacidon de precursores de células B
desde célula stem hasta linfocito B maduro inmuno-competente (célula B
naive o virgen)."

b) Dependiente de Ag, que tiene lugar en los érganos linfoides secundarios —
ganglios linfaticos (GL), bazo, MO vy tejido linfoide asociado a mucosas
(MALT)— y en la que ocurre la maduracién a células de memoria/efectoras,

hasta las células plasmaticas.'®*®
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Las subpoblaciones de células B resultantes de estas dos etapas, circulan a
través de la SP entre los distintos tejidos, y podrian reflejar el estado inmunolégico
de un individuo.

1.2.1. Maduracion B independiente de antigeno

Segun el estado de los genes de las cadenas pesadas y ligeras de las Ig y la
expresion de gran variedad de proteinas de superficie e intracelulares, se han
identificado cinco compartimentos madurativos de células B en la MO:
precursores pro-B, pre-Bl, pre-Bll, linfocitos B inmaduros (o transicionales) y
células B naive.'%>172021

Los precursores de MO adquieren compromiso madurativo a linea linfoide B
tras su interaccion con células del estroma a través, entre otras, de moléculas VLA-
4/NVCAM-1 y c-Kit/SCF (stem cell factor).'**** Se induce asi la diferenciacién a
célula pro-B, que expresara de forma débil CD22 y CD45, junto a marcadores de
célula precursora como CD34 y niveles elevados de CD38, sin que expresen aun
CD19.'%'*% Estos precursores, atin sin compromiso B, a través del receptor de
citocinas tipo 4 (CXCR4) se unen especificamente a células que expresan el factor
derivado del estroma CXCL12, responsable de la migracion de precursores
hematopoyéticos a la MO. Cuando los precursores migran a nichos medulares
donde se expresa IL-7, es cuando adquieren el compromiso a linea linfoide B.*"***
La interaccidn de IL-7 con su receptor (CD127), que se expresa en la membrana de
la célula pro-B, promueve la activacién de varios factores de transcripcién (PAX-5,
PU.1, ENF-1, E2A), que inducen la sintesis de la enzima nuclear Tdt y el gen
activador de la recombinacion (RAG), produciendo Tdt, ragl y rag2, proteinas
necesarias para la recombinacidon somatica entre los genes de los segmentos D y J
(diversidad y de unién «joint») del locus de la cadena pesada de las Ig (IGH),***’ de
modo que durante la fase de célula pro-B se reordenan los segmentos génicos
DH/JH primero en un cromosoma y si el reordenamiento no es funcional, se
reordenarian en el segundo cromosoma. Al expresar PAX-5, las células pro-B
comprometen su linaje a linea B como células pre-BIl, en las que se detecta por
primera vez CD19, con fenotipo CD10++CD38++CD34+CD79a+ y expresidon nuclear
de Tdt. En este paso la unidon de un segmento V (variable) a un segmento D-J
preformado completaria el reordenamiento del locus IGH. Primero se reordenaria
un cromosoma y si es funcional no se produciria el reordenamiento en el otro
cromosoma. Por el contrario, si falla el reordenamiento se reordena el otro alelo
para producir un reordenamiento VDJ funcional. Si ambos reordenamientos fallan
y no son funcionales, la célula B entra en apoptosis.

La generacion de la cadena pesada Igu se debe a la unidn de su exdn constante

(IGH) a un exén VDJ funcional. Las células en las que se detecta Igu citoplasmatica

12,28

(cy Igu), se identifican como células pre B-II y presentan reactividad para CD20,
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aumento de expresion de CD45 y descenso de reactividad de CD34 y de la

10,12

expresion nuclear de Tdt. Igu se expresa a niveles bajos en la superficie de

células pre-B junto a proteinas Vpre-B y A5, que sustituyen la cadena ligera de la
lg, cuyo loci no ha sido todavia reordenado en estas fases de la maduracién.?®*
Igo. e Igp (CD79a y CD79b) son proteinas de sefializacién que también se
expresan para formar el pre-BCR junto con la cadena Igu, Vpre-B y A5. En este
punto tiene lugar una seleccidén positiva de precursores B, confirmando que la
cadena Igu generada es funcional, y eliminando aquellas células con
reordenamiento de genes IGH no funcionales (aproximadamente el 50 % de las

generadas).”%%

Al mismo tiempo, la sefalizacién a través del pre—BCR induce la
proliferacidon de estas células B y reordenamiento de los genes de la cadena ligera

de las Ig (IGL).*°

Tras conseguir un reordenamiento productivo de los genes de las cadenas de
Ig (loci IGH e IGL), se puede detectar expresion de IgM completa en la superficie
celular (slgM), en el compartimento de células B inmaduras/transicionales.'” Estas
células B inmaduras presentan fenotipo similar al linfocito B naive maduro, con
expresion fuerte de CD20 y CD45, pero se diferencian de ellos en que conservan
expresion débil de CD10 y reactividad fuerte para CD38 (FIGURA 1).> Ademas
expresa niveles mas elevados de slgM, menor cantidad de sigD**** y €D21,** con
positividad homogénea para CD5.

El proceso de seleccidon negativa se da en la fase de linfocito B inmaduro,

3535 Antes de su

donde se eliminan las células que presentan un BCR auto-reactivo.
eliminacidn, algunas células que reconocen antigenos propios en MO tienen una
segunda oportunidad para reordenar su loci IGL y reeditar su BCR. Sélo en caso de
no ser capaces de producir un BCR no auto-reactivo, entraran en apoptosis o bien
guedaran en un estado de incapacitacion funcional o anergia, en funcion de la
afinidad por dichos auto-antigenos.?® Tras este proceso de seleccidn, las células B
inmaduras que sobreviven se convierten en linfocitos B naive maduros que
pierden expresiéon de CD10, CD38 y CD5,'* abandonan la MO hacia la SP y circulan
a través de los vasos sanguineos. Las células B naive maduras que co-expresan
IgM+IgD+, y que son completamente funcionales, se producen en MO y no son
dependientes del bazo para su maduracion.
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Diferenciacion linfoide B , Diferenciacion linfoide B dependiente de Ag
independiente de Ag - : :
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FIGURA 1. Maduracion linfoide B: caracteristicas inmunofenotipicas de los diferentes
estadios de maduracién de la célula B de humanos en la MO, SP y drganos linfoides
secundarios.

Las barras horizontales representan las fases de la diferenciacion B en las que se produce
reordenamiento de las cadenas pesadas (IGH) y ligeras (k y A) de las Ig durante el
proceso de maduracion.

(Adaptada de Pérez-Andrés et al”’ y van Zelm et al’)

1.2.2. Maduracion linfoide B dependiente de antigeno

Las células B naive CD27-CD20+CD19+CD38- que salen de MO circulan a través
de la SP, y entran en la zona T del GL a través de las venas endoteliales,'®*° donde
si no se exponen a Ag, lo abandonan a través de las venas linfaticas y recirculan
entre SP y GL, muriendo a los pocos dias. Si estas células B naive reconocen su Ag,
presentado por las células dendriticas foliculares (CDF), entran en contacto con
células T especificas de Ag, se activan y migran al centro germinal (CG),"**° donde
las células B estan en continuo flujo entre la zona oscura (rica en centroblastos) y
la zona clara (rica en centrocitos). En la zona oscura, las células proliferan de forma
intensa y rapida y en ella se dan los procesos de hipermutacién somatica (HMS) de
IgV y el cambio de isotipo de IgH. En la zona clara la célula B se reencuentra con el
Ag, aumentando la supervivencia y la proliferacion de clones de células B con
elevada afinidad del BCR por el Ag inductor de respuesta B.'**°

Podemos diferenciar los linfocitos B del CG de otras células B del GL (linfocitos
B naive y de memoria, plasmablastos...) por la expresién de un patrén diferente de

19,38-40

proteinas. Los linfocitos B del CG expresan niveles mas altos de CD10, CD38,

CD95 y HLA-DR y menor reactividad para CD44 y cybcl2, junto a una positividad
heterogénea para marcadores relacionados con la maduracion del compartimento

19,38-40

de células B efectoras/memoria, como CD27. Se ha sugerido que los
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centroblastos expresan CXCR4 y CD77*° de forma mas intensa que los centrocitos,
aunque no se ha llegado a un consenso sobre cuales son las diferencias fenotipicas
exactas entre estas dos subpoblaciones de linfocitos B del CG." En la actualidad se
cree que los centroblastos CXCR4+ que contactan con CDF de la zona oscura
expresan niveles elevados de CXCL12 en ausencia de CXCL13; la internalizacidn de
CXCR4+ por los centroblastos induce la expresidn de CXCR5, que atraeria a estas
células a la zona clara, donde las CDF producen niveles elevados del ligando de

194113 nueva

este receptor (CXCL13) y muestran de nuevo el Ag a la célula B.
interaccidon entre célula B y CDF en la zona clara es muy breve, pero permite
captacién y presentacion del Ag por la célula B a la célula T folicular, perpetuando
las sefiales de supervivencia que requiere el linfocito B activado.***?

Durante la diferenciacién del linfocito B naive a célula B de memoria, los
linfocitos adquieren gran afinidad de unién al Ag™ a la vez que cambian los
patrones de expresidon de multiples receptores de superficie e intracelulares, que
aumentan su sensibilidad a la estimulacion antigénica.*® La sobreexpresién de
factores como el factor regulador de interferdn 4 (irf-4), la proteina de maduracion

inducida por linfocito B (Blimp-1)**°

y la proteina 1 de unién de segmentos X
(Xbp-1), que reprimen a los factores de transcripcion Pax-5, bcl6, y factor de
transcripcién asociado a microftalmina (mitf), promueven esta diferenciacién. Se
inhiben asi los procesos futuros de HMS y de cambio del isotipo de la cadena
pesada de la Ig, estimulando la secrecidén de anticuerpos junto a cambios en el
patréon de expresion de proteinas de la superficie celular y en las propiedades de
«homing» de la célula B.>*!

Las células B naive constituyen el 60-70 % de las células B circulantes en SP,
carecen de mutaciones somaticas en la region IgV y co-expresan simultdneamente
IlgM e 1gD." Las células B de memoria, que constituyen un 20-30 % de las células B
en SP, han sufrido HMS y muestran una region IgV mutada; ademas la mitad de
estas células han sufrido el cambio de isotipo de IgH,47 reflejado por la expresién
de slgA y slgG en el 23% +/-10% y 21 % +/-9 % de las células B de memoria
circulantes del adulto, respectivamente.’’ La otra mitad de las células de memoria
co-expresan slgM y slgD (52 % +/-15 % de las células de memoria). Se ha descrito
gue estas subpoblaciones de linfocitos B son CD18+, CD19+, FMC7+, CD21+,
CD37+, CD40+, CD44+, CD53+, cyCD79a+,CD79b+ y CD81+, con expresion fuerte de
CD20, CD22 y CD45 (en membrana), y de cybcl2 (en citoplasma),”**? y con
negatividad para CD103 y CD10.*°%>** Otros antigenos como CD5, CD11c, CD23,
CD24, CD25, CD27, CD38, CD43, CD62L, CD80 y CD148 se expresan de forma
variable en las distintas subpoblaciones de linfocitos B.”>**’

Se ha sugerido la existencia de células B de memoria slgG+ (20 % de las células

B slgG+) y slgA+ (10 % de las células B slgA+) que no expresan CD27 en SP de
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3728\ se desconoce su origen y relacién con las subpoblaciones

individuos sanos,
de células B de memoria CD27+.°® No se ha demostrado hasta ahora la existencia
de células B de memoria slgE+, y se ha sugerido que las células plasmaticas
secretoras de IgE se generan directamente a partir de células B de memoria 1gG1,>’

aungue sigue siendo motivo de controversia.®

Aunque la mayoria de linfocitos B circulantes en SP expresan niveles elevados
de CD21, existe una pequefa proporcion de células B naive y de memoria con
niveles bajos de CD21 y que muestra caracteristicas fenotipicas diferentes a su
contrapartida CD21+,°' como son la expresiéon de CD11c+ y CD95+ en ausencia de
CD23(-) o que bien pueden ser CD11c- y CD95- con expresién variable de CD23(-
/+). En la actualidad seguimos sin conocer en profundidad las funciones bioldgicas
de esta subpoblacidn B, que se ha observado que aumenta en inmunodeficiencias
primarias y secundarias.

La maduracidn a célula plasmatica (CP) se produce fuera de la MO en dérganos
linfoides secundarios, y una vez madura, recircula entre los distintos tejidos. En
nichos especificos de la MO, ademas de los precursores de células B (células pro-B
y pre-B), los linfocitos B inmaduros y las células B naive, también residen las CP,
que mantienen su supervivencia y la produccién de anticuerpos.’®3%3>2%2 |
compartimento medular de CP, que esta relacionado con la recirculacion linfoide
desde los GL y otros érganos linfoides secundarios, a la MO a través de la SP,

presenta unas caracteristicas fenotipicas bien definidas.

Las CP de MO presentan elevada expresion de CD38 y positividad para CD138 y
Cylg (de tipo IgG o IgA y en menor proporcion IgM), y normalmente ausencia de
expresion de la mayoria de los antigenos asociados a linea B (CD5-, CD20-/FMC7-,
CD22-, CD23-, CD24-, CD25-, CD79b-) excepto CD19, CD21, CD27 y cyCD79a.*®
Expresan la proteina clave para la diferenciacion de los linfocitos B a CP productora

454 En citoplasma, la mayoria de las células plasméticas

de anticuerpos Blimp-1.
expresan de forma fuerte cybcl2,®® y una proporcién variable puede expresar
débilmente en la membrana marcadores asociados a otras lineas

hematopoyéticas, como CD13, CD28, CD33 y CD56.°%4¢7%

En SP también existe una pequefia poblacion de CP que representa un 1-3 %
(1-5 céls/mcL) de todas las células B de SP en adultos sanos.**®¥7° Se piensa que la
mayoria de estas células son plasmablastos recién generados que salen a la sangre
desde tejidos linfoides secundarios, dirigiéndose a un nicho de MO, MALT o a

tejidos inflamados.

En condiciones de activacién inmune también es posible detectar en SP células

69,70

plasmaticas maduras que han abandonado la MO y/o mucosas. Se han

identificado algunas diferencias inmunofenotipicas entre CP de los nichos de MO y
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las circulantes en SP; estas Ultimas tienen CD38 en niveles ligeramente mas bajos
que las CP de MO, y expresan de forma heterogénea CD20 y CD138, de forma
débil pero homogénea CD19 y CD45, y carecen de CD56.>*%*"! Ademds, las CP de
MO son slg negativas, mientras que mas del 75 % de las plasmaticas circulantes
expresan slg débil.**

La informacion que tenemos actualmente sobre las caracteristicas
inmunofenotipicas de los linfocitos B de tejido linfoide normal o reactivo es
limitada, aunque se conoce que en el CG los linfocitos B son habitualmente CD5-y
CD23-, muestran expresion débil de slg y cybcl2, junto a una fuerte reactividad
para CD10, CD20 y CD38. Estas células B tienen también un fenotipo de memoria
CD27+ y una elevada tasa proliferativa, demostrada por la expresién intensa de
belé y Ki67.”>”® Las células de la zona del manto del tejido ganglionar normal o
reactivo son slgM+/slgD+, expresan cybcl2 de forma intensa y tiene positividad
variable para los antigenos CD5, CD10, CD23 y CD27, junto a una menor expresion
de CD20 y CD38 y negatividad para Ki67 (fenotipo caracteristico de linfocitos B
virgenes/ naive en reposo).”*

La heterogeneidad de fenotipo de estas células se debe a la coexistencia de
diferentes subpoblaciones de células B. Una pequefia proporcién de linfocitos B,
células B naive foliculares, expresa niveles elevados de slgD y CD23, baja expresién
de IgM y niveles intermedios de CD21. La subpoblacidon mayoritaria corresponde a
células de zona marginal y presenta niveles elevados de CD21 y CD1d, con sigD
elevado, baja expresién de slgM y negatividad para CD23.”” La maduracién de
estas células tras reconocimiento antigénico T-dependiente, supone la formacion
del CG y el paso de célula B naive folicular a célula efectora.’®

El microambiente medular del CG es complejo, formado por centroblastos,
centrocitos, CDF y linfocitos T’® y su finalidad es generar respuestas humorales de
alta afinidad por el antigeno (FIGURA 1). Los cambios fenotipicos que tienen lugar
en el CG se asocian con aumento de afinidad del BCR por el antigeno, debido al
proceso de HMS que afecta a los genes de las Ig y por otro lado, con el cambio de
isotipo de Ig por recombinacién somatica de la regidn constante del gen IGH.”®
Posteriormente, algunas de las células de memoria y plasmocitos de vida larga,
permanecen en las zonas B de los drganos linfoides secundarios, mientras que
otras células recirculan o migran a la MO, como se ha descrito anteriormente.”®”’

Las células plasmaticas del GL se diferencian ligeramente de las medulares, con
expresion variable de cybcl2 (que va de intensidad débil a fuerte),?® junto a una
mayor proporcion de células cylgM+  y menor reactividad para CD138.
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1.3. Maduracion T y NK

Los linfocitos T se originan a partir de precursores hematopoyéticos de la MO,
qgue se liberan en oleadas al torrente sanguineo y entran de forma periddica al
timo, que es el drgano encargado de su desarrollo y diferenciacién.”® Dentro de las
moléculas responsables de la diferenciacion T encontramos factores de
transcripcién, citoquinas, quimiocinas, selectinas, entre las que Notch-1 se
describe como un factor esencial.”” La unidad funcional del timo es el lobulillo
timico, constituido por tres compartimentos (zona sub-capsular, cortical vy
medular). A partir de los pro-timocitos se generan linfocitos T portadores del
complejo CD-TCR de membrana.®

13,81

Al timo llegan precursores inmaduros CD34+ CD7++ Tdt+ CD44+ CD117+.
Se cree que tanto CD44 como CD7 podrian ser moléculas asociadas al tropismo por
el timo de los precursores CD34+:% CD44 intervendria en la salida de la célula del
interior del capilar sanguineo y CD7 estaria implicada en el tropismo por la zona
subcapsular.®® Al entrar en el timo, el precursor T queda retenido en la zona
subcapsular y entra en contacto con las células epiteliales timicas, con las que
interactla, entre otros, a través de la unién de la molécula CD2 (timocito) y la
CD58 (célula epitelial). Se induce asi la secrecién de citocinas y hormonas timicas y
la activacién, proliferacién y diferenciacion de timocitos. En este estadio, el
timocito subcapsular deja de expresar CD44 y HLA-DR y adquiere reactividad para
otros antigenos pan—T como CD5 y CD2 de membrana, y positividad citoplasmatica
para CD3. La activacién de este timocito inmaduro se asocia a la expresiéon de
receptores de citocinas como CD25 y de moléculas de activacién como CD71%%%
(FIGURA 2). Se da en este momento el reordenamiento de los genes del TCR, de
forma similar a lo que ocurre en las células B, siendo éste el hecho central de la
diferenciacién timica.

Tras expresar una forma primitiva del receptor, los timocitos adquieren
reactividad para CD4 y a continuacidon co-expresan CD4 y CDS8, junto a CDla y
pierden reactividad para Tdt, CD34 y CD117; esta poblacidn celular representa
alrededor del 80% de la celularidad del timo® (FIGURA 2). La diferenciacion
posterior a timocito maduro se asocia a la pérdida de expresidon de CD1a, junto a
CD4 (timocitos CD8+CD4-) o CD8 (timocitos CD4+CD8-).** En este momento se
observa claramente expresion de CD3 y TCRaf en la membrana citoplasmatica.
Los linfocitos T CD3+ TCRyd+ abandonan de forma precoz el timo, son siempre
negativos para CD4, y carecen o expresan débilmente CD8. (FIGURA 2)

Los linfocitos T naive inicialmente son CD45RA+, CCR7+, CD28+, CD62L+, CD27-
y CD45RO-,%®° fenotipo que permite distinguirlos de las células T de memoria
central (CD45RA-, CCR7+, CD45RO+, CD27+)**® como de los linfocitos T de
memoria periférica (CD45RA-, CCR7-, CD45R0+, CD27-/+)*%® (FIGURA 2). Los
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linfocitos T efectores, generalmente tienen un fenotipo CD45RA+, CD45R0O- o
+débil, CCR7-, CD28-, CD27- y CD62L-.*%° (FIGURA 2)

La activacidon de linfocitos T naive o de memoria se asocia con cambios
fenotipicos similares a los de las células NK activadas, como incremento de
expresion de CD2, CD11a y en células T CD8+, también de CD11c;*”* aumento
transitorio de la positividad para CD69, CD25, HLA-DR, CD38, CD57 y CD45R0%"# y

. . ., .. 87,88
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FIGURA 2. Esquema de maduracién de precursores T y NK: secuencia de cambios de la
expresion de diferentes antigenos (cy: citoplasmdtico; +d: positivo de intensidad débil;
CD: célula dendritica; NK: «natural killer». (Adaptada de Tesis Doctoral de S. Barrena
Delfa Figura 2 pag17).
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En SP, ademds de las poblaciones T mayoritarias (TCRaf+CD4+CD8-
TCRa+CD4-CD8+ y TCRyd+), existen otras subpoblaciones minoritarias como los
linfocitos T maduros TCRaf+ y CD5-,"> CD4-/CD8-*° 0 CD2-.>* Ademds, también
se detecta una subpoblacién de células T TCRop+CD4+CD8-/+"
citotoxico efector con expresién de granzima y perforina en citoplasma.gl’92 Desde
el punto de vista funcional, estas células T TCRaf+CD4+CD8-/+%*"
numero en respuesta a virus capaces de inhibir la presentacidn antigénica a través

con fenotipo
aumentan en

de moléculas HLA clase-I, como citomegalovirus (CMV).*?

El proceso de maduracion de las células NK a partir de precursores
hematopoyéticos CD34+ no se conoce en profundidad. Se plantea como
posibilidad, que su maduracién no tiene lugar de forma completa en MO, dado
gue existe una poblacion de células NK con intensa expresion de CD56 (NK-
CD56++) que se ha aislado en GL, amigdala y otros tejidos; y que son mas

abundantes en los tejidos linfoides secundarios que las células NK56+%"" que

estdn en mayor proporcién en MO, SP y bazo.***
NK CD56++ son mas inmaduras que las células NK CD56+

aumenta la expresién de los receptores caracteristicos de la poblacion CD56+

Se ha observado que las células

debil% v que su activacion

débil.97
Se ha identificado en tejidos linfoides secundarios la presencia de una poblacion
de células precursoras NK CD34+ y CD45RA+, presentes también en baja
frecuencia en el compartimento de precursores CD34 en MO (<1 %) y SP (<10 %).%
Se ha sugerido que la maduracién de las células NK «in vivo» se produciria en los
6rganos linfoides secundarios, dada la existencia de abundantes células
dendriticas y otras células presentadoras de antigeno con expresién de IL-15,%°

100

citocina necesaria para la maduracién de células NK,” " en estos érganos.

Un modelo hipotético de maduraciéon de células NK a partir de células
CD34+M1>101102 plantea que las células NK mds inmaduras expresarian CD7 y
CD161. Al madurar irian adquiriendo de forma secuencial expresién de CD56,
CD94 y por ultimo CD16, presentando asi las células NK circulantes fenotipo
CD56+%" y/o CD16+, CD3-, CD7+, CD94-/+, CD161+, cy-granzima+, cy-
perforina+,'® CD11b+y CD22+."%

Hay que tener en cuenta que las células NK maduras de SP no son homogéneas
en cuanto a su fenotipo y presentan reactividad variable para los antigenos CD16,
CD56, CD2, CD94, CD11c y CD57, entre otros.'® Esta diversidad se puede explicar
en parte por la existencia de diferentes subpoblaciones de células NK, como las
CD56++CD16- o +%! y las CD56+%*" cD16+.%% Algunos autores” han descrito una
tercera poblacion de NK agranulares con fenotipo CD56-CD16+, con escasa
representacion en adultos y que podria corresponder a células NK mads
inmaduras.’®
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Cuando las células NK se activan, al reconocer la célula diana, experimentan
cambios de fenotipo, como incremento de expresién de CD2, CD94 y CD11c, con
un aumento transitorio de la positividad de HLA-DR, CD57 y CD45RO, junto a
disminucion de la reactividad para CD7, CD38 y CD11lb entre otros

marcadores. /193105
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2. Diagnostico, clasificacion y estadificacion de los LNH

Para establecer el diagndstico de certeza en LNH se precisa la obtencién de
una biopsia tisular, por lo general de GL. Sin embargo, los avances actuales de las
técnicas consideradas complementarias al diagndstico histopatoldgico, como el
caso de la CMF multiparamétrica, permiten poder establecer un diagndstico de
certeza a partir del andlisis de muestras de SP en LNH leucemizado o de puncidn

aspiracion con aguja fina (PAAF)'%

en casos de comportamiento mas ganglionar,
aunque por el momento este tipo de informacién no se incluye en las revisiones de
consenso, siendo imprescindible para la tipificacion histoldgica del linfoma la

realizacion de un estudio histoldgico.

Una vez que se establece el diagndstico de LNH, es necesario realizar un
estudio de extensién de la enfermedad para poder hacer una estimacion
pronodstica y adecuar al maximo el tratamiento del paciente.

En el caso de que el SLPC se presente como leucémico (mas expresiéon
periférica que ganglionar) y poco sintomatico, si se dispone de un andlisis
inmunofenotipico adecuado en SP, se puede valorar no realizar estudios de
extensidn en aquellos pacientes en los que no sea necesario iniciar tratamiento.

El estudio diagndstico en un paciente con LNH, incluye:

- Anamnesis detallada y exploracion fisica.

- Hemograma completo y estudio bioquimico completo (glucemia, albumina,
creatinina, ionograma, calcio, acido Urico, aspartato aminotransferasa
(ASAT), alanina aminotransferasa (ALAT), bilirrubina, proteinograma e
inmunoglobulinas, LDH y $2-microglobulina) y perfil basico de coagulacién.

- Examen basico de orina.

- Serologias virales (VIH, VHB y VHC).

- Electrocardiograma.

- Radiografia simple de torax.

- Tomografia computerizada (TC) téraco-abdémino-pélvica.

- Tomografia por emisién de positrones (PET) corporal si procede o
gammagrafia con Galio-67 (Ga-67).

- Biopsia de médula dsea (BO).

- Puncién lumbar con andlisis de liquido céfalo-raquideo (LCR) en casos
especiales [Linfoma de Burkitt (LB), Linfoma de células del manto (LCM) de
alto riesgo, y cualquier otro si hay afectacion de senos o testes]. En caso de
afectacion de area ORL requerira también TC cervical y puncion lumbar.
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- Biopsia de otros tejidos si existe sospecha de infiltracién linfomatosa (como
el estudio endoscépico con toma de biopsia gastrica en el caso de linfoma
MALT o LCM).

En funcion de los resultados de estas pruebas estableceremos el estadio de
extension del linfoma segun la valoracién clasica de Ann Arbor:

- Estadio I: Afeccién de un solo territorio ganglionar o de una sola
localizacién extra-linfoide (IE).

- Estadio Il: Afeccién de dos o mas territorios ganglionares o estructuras
linfoides en el mismo lado del diafragma.

- Estadio lll: Afeccion de territorios ganglionares o estructuras linfoides a
ambos lados del diafragma.

- Estadio IV: Afeccién diseminada de una o mas localizaciones extra-
linfaticas, con o sin afectacion ganglionar.

Ademas: si existe afectacidn extra-ganglionar se afiade sufijo «E» si la
extension es por contigliidad; si se trata de afectacién a distancia debe
considerarse estadio IV.

Si no existe sintomatologia general (pérdida de peso >10 % durante los seis
meses previos no explicada por otros motivos, fiebre >389C persistente o
remitente durante un mes antes del diagnéstico, sudacién nocturna profusa
durante el mes anterior) se afiade el sufijo «A», en el caso contrario, si hay
sintomas generales (uno o varios) se afade el sufijo «B». En caso de presentar
enfermedad voluminosa, es decir masa de >1/3 de la anchura mediastinica o masa
adenopatica de >10 cm de diametro, hablamos de presencia de masa bulky.

Como hemos visto en la clasificacion de Ann Arbor, la infiltracion de la MO,
clasicamente establecida por BO, determina un estadio IV independientemente de
las areas ganglionares afectas.

Para la clasificacién pronéstica del LNH disponemos del «indice prondstico
internacional» (IPl) elaborado inicialmente para los linfomas agresivos, pero que

107110 como variables a considerar

se ha utilizado para otros tipos de linfoma.
estan: edad (favorable <60 afios, desfavorable >60 afios), estado general
(ambulatorio vs no ambulatorio), estadio (favorable I-Il vs desfavorable IlI-IV),
afectacion extra-ganglionar (favorable <2 vs desfavorable > 2), LDH sérica
(favorable normal vs desfavorable elevada). En funcion de estos factores se
establecen varios grupos de riesgo: riesgo bajo (0 o 1 factor desfavorable); riesgo
intermedio bajo (2 factores desfavorables), riesgo intermedio alto (3 factores

desfavorables), riesgo alto (4 o 5 factores desfavorables). Dada la heterogeneidad
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de los LNH una herramienta prondstica de este tipo es fundamental para optimizar
el tratamiento de los pacientes. El IPl ha sido el primer modelo prondstico usado
en el manejo de pacientes con LNH desde 1993, sin embargo, la introduccién de la
inmunoterapia [uso de Rituximab (R)] requeria validar este indice prondstico,
surgiendo asi el R-IPI:'*! los pacientes sin factores de riesgo se consideran como de
muy buen prondstico con un 90 % de supervivencia libre de progresion (SvLP); los
pacientes con 1 o 2 factores de riesgo entran en el grupo de buen prondstico con
un 80 % de SvLP y pacientes con 3, 4 o 5 factores de riesgo entran dentro del
grupo de mal prondstico con una SvLP del 50 %.

En el linfoma folicular (LF) se aplica el indice prondstico FLIPI,'%

y en el LCM el
MIPL."*° En el caso de los LNH-T existen varios indices prondéstico: IPI, PIT, IPTCLT y

mp|T 112113

El tratamiento a aplicar es extremadamente variable, dependiendo del subtipo
histolégico y de los factores de riesgo establecidos al diagndstico, pero dado que
no es objeto de nuestro estudio, no se tratara en esta introduccion.

A continuacidn se muestra en la TABLA 1 la clasificacion vigente de LNH segun
la OMS—2008,1 en la que profundizaremos mads adelante.
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Tabla 1.

.Clasificacién OMS 2008 de las Neoplasias Linfoides

Clasificacidn de neoplasias de células B maduras

Leucemia linfatica crénica/ Linfomalinfocitico de célula pequefia
Leucemia de prolinfocitica de células B
Linfoma esplénico de zona marginal
Leucemia de células peludas (Tricoleucemia)
Leucemia/Linfoma esplénico no clasificable*
o Linfoma B esplénico de célula pequefia de la pulpa roja*
o Leucemia de células peludas variante
Linfoma linfoplasmocitico
o Macroglobulinemia de Waldenstrom
Enfermedad de cadenas pesadas
o Enfermedad de cadenas pesadas a
o Enfermedad de cadenas pesadas y
o Enfermedad de cadenas pesadas p
Mieloma de células plasmaticas
Plasmocitoma solitario del hueso
Plasmocitoma extradseo
Linfoma de células B de zona marginal extranodal de tejido linfoide asociado a mucosas (linfoma MALT)
Linfoma de célula B de zona marginal nodal
o Linfoma de zona margina pediatrico*
Linfoma de centro folicular cutdaneo primario
Linfoma folicular
o Linfoma folicular pediatrico*
Linfoma de células del manto
Linfoma B difuso de célula grande, NOS
o Linfoma difuso B de célula grande rico en células T /histiocitos
o DLBCL del anciano EBV+*
o DLBCL primario cutaneo de la pierna
o DLBCL primario del sistema nervioso central
DLBCL asociado a inflamacién crénica
Granulomatosis linfomatoide
Linfoma de célula grande B primario mediastinico (timico)
Linfoma B de célula grande intravascular
DLBCL ALK positivo
Linfoma plasmablastico
Linfoma de célula grande asociado a enfermedad de Castleman multicéntrica HHV8
Linfoma primario de derrame
Linfoma de Burkitt
Linfoma de célula B no clasificable con caracteristicas intermedias entre difuso de célula grande y linfoma de Burkitt
Linfoma de célula B no clasificable con caracteristicas intermedias entre difuso de célula grande y linfoma de Hodgkin
clasico.

Neoplasia madura de células T/NK

Leucemia prolinfocitica de células T
Leucemia linfocitica de células T grandes granulares
Sindrome linfopoliferativo crénico de células NK*
Leucemia agresiva de células NK
Sindrome linfoproliferativo de células T EBV+ de la infancia (asociado a infeccién crénica por EBV)
Linfoma hydroa vacciniforme- like
Leucemia /linfoma de células T del adulto
Linfoma de células T/NK extranodal nasal
Enteropatia asociada a linfoma de células T
Linfoma de células T hepatoesplénico
Linfoma de células T subcutaneo paniculitis —like
Micosis fungoide
Sindrome de Sézary
Sindromes linfoproliferativos cutaneos primarios de célula T CD30+
o Papulosis linfomatoide
o Linfoma de célula grande anaplasico cutdneo primario
Linfoma primario cutaneo de células T Y&
Linfoma de células T citotdxicas CD8 positivas agresivo epidermotrdpico primario cutdneo*
Linfoma de células T pequefias/medianas CD4 positivas primario cutaneo*
Linfoma de células T periféricas NOS
Linfoma de células T angioinmunoblastico
Linfoma de célula grande anaplasico (ALCL) ALK positivo
Linfoma de célula grande anaplasico (ALCL) ALK negativo*

NOS: not otherwise specified; ALK: anaplastic lymphoma kinase; HHV8: human herpesvirus 8; NK:
natural killer.

*Estos tipos histoldgicos son entidades provisionales para las que la OMS considerd que no tenian
evidencia suficiente para ser reconocidas como enfermedades distintas en ese momento.
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3. Determinacion de clonalidad linfoide mediante CMF
en sindromes linfoproliferativos

A lo largo de las ultimas décadas se han ido introduciendo nuevas
herramientas de apoyo de gran utilidad para el diagndstico hematoldgico, como
los recuentos de poblaciones celulares con contadores automaticos y técnicas
diagndsticas minimamente invasivas, como la PAAF del tejido con sospecha de
infiltracion tumoral.****

También se ha avanzado de forma significativa en la caracterizacidon fenotipica,
citogenética y molecular de las neoplasias hematoldgicas,”*' aportando una
herramienta clave en el diagndstico hematolégico, que permite detectar
anomalias cuantitativas y cualitativas de las diferentes poblaciones de SP y tejidos
linfoides asociadas a hemopatias clonales.'*

A partir de finales de los afios 80, la informacion fenotipica y genética se ha ido
introduciendo progresivamente y de forma masiva al diagndstico de estas
neoplasias, incorporandose a las nuevas clasificaciones de consenso de

hemopatias malignas.**!

En la clasificacion mas aceptada en la actualidad de
hemopatias, la clasificacién OMS,* la definicién de la mayoria de las entidades
incluidas dentro de cada subgrupo de neoplasias hematolégicas, va dirigida a la
definiciéon de entidades clinico-bioldgicas, y tiene en cuenta de forma simultanea
criterios cito-morfoldgicos, histopatoldgicos, inmunofenotipicos y genético-
moleculares junto al comportamiento clinico de la enfermedad. Asi, estas técnicas
han pasado a ser empleadas en muchos casos en la rutina diagndstica,
incorpordndose a las pruebas establecidas para el diagndéstico inicial y la
monitorizacidon de enfermedad residual en diversas hemopatl'as.m'126

Las técnicas de inmunofenotipado han evolucionado de una forma notable en
las ultimas décadas, para lo que ha sido clave el empleo de marcajes multiples
mediante CMF. Se ha podido demostrar que las técnicas de inmunofenotipo
mediante CMF proporcionan un recuento fiable, altamente especifico, sensible y
reproducible de las distintas subpoblaciones celulares presentes en una muestra
bioldgica, siempre que esté constituida por suspensiones unicelulares.*” Asi,
suponen un complemento muy util a la informacién que proporcionan los
contadores hematoldgicos y la citologia convencional, ya que permiten identificar
en muchos casos, dentro de un compartimento celular concreto, células
neoplasicas y distinguirlas de las células normales, cuando ambas coexisten en una
determinada muestra.'?’**°

En los ultimos afios la CMF multiparamétrica ha demostrado ser de gran
utilidad en la identificacién y caracterizacién de SLPC, y se ha utilizado en el
estudio de SP, MO y GL,**®13% 3demas de en otros liquidos bioldgicos, como el
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LCR."! También ha demostrado ser de gran utilidad en otras enfermedades como

132

la leucemia linfoblastica aguda (LLA) y la leucemia aguda mieloblastica

(LAM),2*13313% 13 hemoglobinuria paroxistica nocturna (HPN)™> y mas

recientemente, los sindromes mielodisplasicos (SMD)***

y algunos subtipos
concretos de enfermedades mieloproliferativas, como las mastocitosis sistémicas

(MS) 137,138

3.1. Clonalidad B

La CMF multiparamétrica se ha convertido en uno mas de los métodos de
diagnostico de SLPC-B, pero inicialmente sélo se realizaba una vez que el
diagnodstico de la hemopatia ya se habia establecido mediante estudio morfoldgico

122 por lo general es en SP, MO y/u érganos linfoides

y/o histopatoldgico.
secundarios donde se detectan poblaciones de células B patoldgicas. La infiltracion
de otros tejidos, como sistema nervioso central (SNC), piel o mucosas es menos
frecuente.! Dentro de los principales objetivos del estudio inmunofenotipico por
CMF multiparamétrica esta la de descartar si esa poblacion de células B detectada
es clonal 0 no."¥%°

Durante muchos anos el estudio de clonalidad B por CMF se fundamentaba
casi exclusivamente en detectar un exceso de células B con expresion restringida,
en membrana o citoplasma, de una de las cadenas ligeras de Ig kappa (lgk+) o
lambda (Igh+).1*%**! En este sentido las técnicas de BM que permiten detectar los
reordenamientos clonales de los diferentes genes que codifican las moléculas de
Ig, siguen siendo hoy el método de eleccidn para detectar que la poblacion linfoide

de estudio es clonal o reactiva.***™*

Sin embargo, en la actualidad, gracias a los
avances recientes en el conocimiento de las diferencias fenotipicas entre células B
normales y neopldsicas, junto a la disponibilidad de un numero creciente de
fluorocromos y equipos capaces de medir de forma simultdnea mas de dos
fluorescencias diferentes, se ha modificado la estrategia de identificacion de
clonalidad B, pasando a ser la CMF una técnica de gran importancia para el rastreo

diagnéstico de clonalidad.'*>*%1%

Entre estos avances, se encuentra la posibilidad de realizar un andlisis rapido,
simple y relativamente barato de muestras con sospecha diagndstica de
infiltracién por SLPC-B, que permita la identificacion de la linea celular y el estadio
madurativo de la poblacién de linfocitos neoplasicos, empleando marcajes

147 |a reciente

multiples de tres o cuatro fluorescencias en una sola medicidn.
ampliacién a ocho fluorescencias permite identificar mejor estas subpoblaciones
celulares, caracterizar con mas exactitud su fenotipo y definir de forma mas
precisa fenotipos aberrantes adicionales, asociados a los SLPC-B mas frecuentes.
Ante la presencia de células clonales B en una determinada muestra, la

identificacion de fenotipos aberrantes presentes en casi la totalidad de los SLPC-B
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es un signo inequivoco de clonalidad, sin requerir en este caso confirmacién
molecular. Ademas el empleo de estas técnicas permite alcanzar una mayor
sensibilidad, que en la rutina diagnéstica se sittia en 10-10°,"**!*® asi como gran
especificidad cuando se comparan con los procedimientos convencionales, y hay
gue tener en cuenta que los resultados se obtienen en un corto espacio de

tiempo.147

Actualmente, el uso de los analisis multiparamétricos por CMF se extiende
también al estudio de enfermedad minima residual (EMR), tanto en el contexto de
evaluacién del grado de infiltracién de un tejido y del grado de extensidon de un
tumor en el momento del diagndstico (p.ej.: infiltracidon de LCR en LNH agresivos o
con sospecha de infiltracién leptomeningea),*' como para monitorizar los efectos
del tratamiento en situaciones en las que la sensibilidad de las técnicas

146,148,149

convencionales es insuficiente. En este sentido, se ha demostrado que en

146,150,151

la leucemia linfatica crénica (LLC), tricoleucemia (TL) y LCM, el andlisis

inmunofenotipico por CMF es una técnica muy sensible y especifica para el
diagnéstico de EMR, y con alto impacto clinico como en el caso de la LLC.**®

El estudio por CMF suele proporcionar también informacion adicional, util para
la caracterizacion diagndstica de las células clonales, como datos de elevado
tamafio y complejidad interna en el caso de los linfomas de célula grande (LBDCG)
y la TL; la expresion débil de CD20 vy slg, y positividad para CD5 en la LLC; la
ausencia/disminucién de expresion de CD19 en células de pequefio tamafio en el
LF vy la expresién elevada de CD38 en el LB y el mieloma multiple (MM).*>*4¢ |
hecho de que los SLPC-B mas habituales muestren un fenotipo caracteristico, que
permite su identificacion, hace que el analisis inmunofenotipico constituya en la
actualidad un pilar bdsico en la caracterizacién diagndstica de estas entidades,1
junto a otras caracteristicas clinicas, morfoldgicas, histopatoldgicas y
genético/moleculares. En algunos casos permite incluso detectar la presencia de
dos o mas clones diferentes de células B (no relacionados) en un mismo paciente,
hasta en un 5 % de todos los SLPC-B leucemizados,™* aunque la repercusion clinica

de estos hallazgos aun no se ha establecido.

3.2. Clonalidad T

Al contrario que en el caso de los SLP-B, en los que la CMF puede identificar
claramente la naturaleza clonal de una poblacién B gracias a la confirmacién de
restriccion de cadenas ligeras, en los SLP-T no se disponia hasta fechas recientes
de marcadores que demostraran la presencia de una poblacion clonal.

Se puede sospechar la presencia de una poblacién clonal T al observar un
desequilibrio porcentual entre las distintas subpoblaciones de células T y ante la

129153 Entre las

presencia de fenotipos T poco habituales o aberrantes.
aberraciones fenotipicas mas frecuentemente encontradas estan la ausencia o
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pérdida de expresidon de una o mas moléculas pan-T, la sobre-expresién de un
antigeno asociado a células T, los asincronismos madurativos (perfil fenotipico de
co-expresiéon de dos o mds marcadores ausentes en linfocitos T normales, como la
expresion asincrénica de CD3 y TCR en la superficie celular), la co-expresion de
CD4 y CD8 o la ausencia de expresion de ambos marcadores en una proporcion
elevada de linfocitos.

Sin embargo, estas alteraciones solo estan presentes en el 60-70 % de los SLPC-

T8 v ademas, se han descrito en situaciones de reactividad de linfocitos T.>”
y

19 |as células T maduras, tanto normales como las neoplasicas, expresan en su
mayoria las cadenas alfa (a) y beta (f) o gamma (y) y delta (8) del TCR (TCRof y
TCRyO, respectivamente). Asi, para la confirmacién de clonalidad T, en la
actualidad existen dos aproximaciones metodoldgicas distintas para la
caracterizacidn del repertorio de estas cadenas del TCR, centradas en técnicas de
BM, que tradicionalmente se ha empleado en el estudio de reordenamiento clonal
en los genes que codifican las diferentes cadenas del TCR,'® y CMF
respetivamente.lsl'165

En los ultimos afios estan disponibles anticuerpos especificos dirigidos frente a
gran parte de las distintas familias de las cadenas del TCR, especialmente de la
cadena f, que pueden ser empleados en el estudio de clonalidad T mediante CMF

multiparamétrica.

Al demostrar la existencia de una expansion preferencial de una familia de
regiones variables de las cadenas o y/o B o y y/o & del TCR.*"'® Esta
aproximacion resulta especialmente util cuando no estan disponibles de forma
inmediata los resultados de técnicas moleculares, o en los casos en los que se
detectan poblaciones minoritarias fenotipicamente andmalas, que pueden quedar
por debajo del limite de sensibilidad de las técnicas moleculares convencionales.
No obstante, la interpretacién de los resultados de los estudios del repertorio T en
sujetos con sospecha de SLPC-T exige un conocimiento detallado del repertorio T

normal,*®

ya que hoy se conoce que este repertorio depende de una gran
variedad de factores, entre los que se incluyen origen étnico, edad, tejido y
subpoblacién T objeto de estudio (p.ej.: linfocitos T CD4+ vs CD8+)."*”1®® En sujetos
sanos podemos encontrar expansiones de una o mas familias, especialmente en

157-159,169

los linfocitos T efectores de individuos de edad avanzada, 0 en sujetos que

padecen algunas enfermedades de naturaleza infecciosa, tumoral o autoinmune
en las que se pueden observar expansiones oligoclonales de células T.17017 Ep
estos casos, las expansiones no suelen superar el 40 % de las células T CD4+ y/o

CD8+ de SP.

Con todo, el analisis del repertorio de las familias TCR en pacientes con
sospecha de infiltracion por SLPC-T resulta muy util en el rastreo diagndstico de
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clonalidad T. Su utilidad aumenta cuando se combina con la identificacion de
fenotipos aberrantes para una mejor delimitacién de la poblacion tumoral sobre la
qgue analizar el repertorio del TCR, y asi se observa un uso restringido de una

familia de la cadena f del TCR en mas del 60 % de las células T."®*

3.3. Clonalidad NK

La demostracidn de clonalidad sigue resultando dificil en los casos en los que
se observa un aumento de células NK en SP, excepto en determinados casos en los
gue se detectan alteraciones citogenéticas, se demuestra la integracion clonal de
secuencias gendmicas de origen virico o bien en mujeres, en las que se comprueba
la existencia de un patrén clonal de inactivacion del cromosoma X (HUMARA)
sobre células NK previamente purificadas.’**"

Desde el punto de vista fenotipico, se ha sugerido que algunos patrones de
expresion de receptores de tipo Ig de las células NK (KIR) (en especial CD158a y
CD158b) podrian ser marcadores Utiles para la deteccién de clonalidad NK, y
también el hecho de encontrar una expresion fuerte y homogénea de CD94 y HDR
indica una alta probabilidad de que la poblacién NK sea clonal.'”®*°

Sin embargo, la sensibilidad y especificidad de estos estudios es limitada, en
especial cuando la poblacion clonal de células NK esta presente sobre un fondo de
células NK policlonales residuales.
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4. Biopsia 0sea

La MO es un tejido liquido que se encuentra en la cavidad central del hueso
(medular). La fuente principal de sangre se la proporciona la arteria nutricia, que
cruza el cértex 6seo a través del canal nutricio hacia la cavidad medular, donde se
divide en arterias ascendente y descendente. De aqui parten las arterias radiales,
gue entran al cortex a través del endostio, revistiendo la cavidad medular, donde
se convierten en capilares corticales (FIGURA 3).!” La sangre de estos capilares
puede mezclarse con la sangre de los capilares del periostio y del endostio. Los
capilares corticales entran hacia los senos vasculares medulares, donde forman
una densa red a través de la cavidad medular. Los senos confluyen en el seno
central, por el que la sangre abandona la MO. Los senos vasculares medulares
estdn recubiertos por células endoteliales y por células reticulares de adventicia.
La hematopoyesis ocurre en los espacios extravasculares inter-sinusoidales, donde
las células sanguineas y sus precursores se encuentran empaquetados, en el seno
de un complejo microambiente medular (FIGURA 3)."’ Su organizacién espacial y la
interaccion con el microambiente medular de la MO, son importantes para
entender los mecanismos reguladores de la hematopoyesis. Se asume la presencia
de células adherentes, llamadas células estromales, que crean nichos medulares
gue mantienen la viabilidad y dan soporte a las células sanguineas, siendo a su vez
fuente de los factores necesarios para su desarrollo. Es dificil establecer las
caracteristicas especificas de las células estromales que identifiquen los nichos
para las diferentes lineas celulares hematopoyéticas.
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FIGURA 3. Esquema de la estructura de la mo".

El aspirado de MO y la BO son los procedimientos mas antiguos para el
diagnodstico de hemopatias.
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El primer intento de obtencién de una muestra de MO con fines diagndsticos lo

181

llevd a cabo Pianese en 1903.”" Realizé una puncion en la parte mas alta de la

epifisis femoral y describié un caso de anemia infiltrativa por Leishmania.*®

Ghedini (1908)'® sugirid la toma de muestra de la parte medial de la epifisis
femoral, pero analizaba la seccidn tisular mas que la muestra de aspirado medular,

técnica que no consiguié aceptacién. Morris y Falconer (1922)'%*

introdujeron el
método de la biopsia tibial usando una especie de trocar que les permitia obtener

una muestra similar a las que extraemos en la actualidad.

Seyfarth (1922)'® desarrollé una aguja de puncién para obtener biopsias
esternales a la altura de la 32 y 42 costilla. Con ella conseguia aspirados
satisfactorios, preparaciones adecuadas y bloques de tejido para seccionar. Este
procedimiento se realizaba sin anestesia adecuada pero con bata y guantes. En
1927, Anirkin extrajo una muestra de MO esternal usando una aguja de puncién

18 No se

lumbar; publicé los resultados de 103 procedimientos en 1929.
describieron complicaciones y Anirkin sugeria que el aspirado medular estimulaba
la actividad de la médula. La técnica de Anirkin se usaba para enfermedades

hematoldgicas y para estudios de tifus y tuberculosis.

Peabody (1927)"" preparaba cuidadosamente secciones de curetaje tibial
cuando describié la anemia perniciosa. Arjeff (1931)'®® introdujo agujas con guia y
Grunke (1938)'® seguia recomendando el aspirado con aguja corta de puncién
lumbar a nivel esternal con ayuda de una maza de madera. Custer y Ahlfeldt
(1932)™° publican su experiencia con biopsia esternal, demostrando el valor de
secciones histoldgicas de tejido, improntas de biopsia y de extensiones de frotis

medular.

191 tenia una guia, y Leitner'®?

La aguja disefiada por Klima y Rosegger (1935)
posteriormente modificd la aguja para encajar dentro de un trocar, siendo ésta la

mas utilizada desde entonces.

Henning y Koth (1934)'%3 sugerian el uso de una cdnula con un extremo abierto
para facilitar la irrigacion medular que iba graduada en centimetros. Defendian
gue podian obtener MO inyectando 1mL de heparina o solucidn de citrato de
sodio, cuando una puncién simple no era exitosa; aunque raramente hacian
irrigacion medular.

Entre 1929 y 1938 se extrajeron muestras de MO de voluntarios sanos con el
fin de describir sus caracteristicas; Faber (discipulo de Anirkin) fue quien publicé
los resultados de MO normal.

Hasta 1939 muchos autores consideraban que la anestesia local no era
necesaria, aunque el procedimiento de extraccién de muestra de MO resultara
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doloroso y molesto para el paciente.’® Parece probable que las primeras muertes
por toma de muestra medular se describieran en 1943 y 1944 tras punciones
esternales, asociadas a un esterndn puncionado en varias ocasiones y penetracion
de las cavidades cardiacas derechas. Por este motivo se recomienda desde
entonces la puncién esternal dirigida hacia la placa externa del hueso y con ligeros
golpes por un pequefio martillo.*** Turkel y Bethell (1943)*> describen un micro-
trocar de unos 2 mm de didmetro que pasaba a través de un agujero ligeramente
mayor que el de una aguja de aspirado medular, con esta aguja no era necesaria
una incision mayor en la piel y era adecuada para puncion esternal. Las muestras
gue se obtenian eran pequefias y fragiles.

A pesar de que el 50 % de la MO del cuerpo humano adulto esta en los huesos
pélvicos no se sugirid la puncién en crestas iliacas hasta 1950."° Bierman (1952)*’
planted inicialmente la puncidn en cresta iliaca posterior, siendo el sitio preferido
para extraccion de biopsia y aspirado, que proporcionaba una muestra adecuada
para el diagndstico con las nuevas agujas.'*®

Se registraba en un 5 % de los casos fallo en la toma de muestra, por lo que
McFarland y Dameshek (1958)'*° describieron una técnica de toma de biopsia
usando la aguja de Vim-Silverman®® en posicién de dectbito lateral y puncién en
la cresta iliaca derecha con anestesia local y sin incisidn en piel.

Ellis y Westerman (1964)*°* describieron una serie de casos entre 1959 y 1964
usando una aguja modificada de Vim-Silverman; ésta tenia una empufiadura, un
estilete y un obturador que se bloqueaban en una determinada posicion, mas
larga y resistente. Estas biopsias se llevaban a cabo sobre todo en pacientes
ambulatorios y seguian registrando un 5 % de muestras no validas para un analisis
correcto. La aguja trans-ilial, mas ancha y de mayor calibre, se disefid para obtener

202

biopsias trans-iliales de cortex a cértex.”~ La aguja frecuentemente usada en los

afios 60 era la aguja Gardner,”® que tenia un extremo de sierra.

En 1971 Khosrow Jamshidi patentd su aguja, en la que el diametro distal de la
misma estaba biselado, permitiendo sobresalir al extremo cortante de la aguja
interna, lo que permitia entrar libremente en la luz medular y extraer la muestra
con mayor facilidad.?® Es la aguja de uso mas extendido en la actualidad.

Posteriormente se han desarrollado trdcares eléctricos, que han tenido poca

aceptacion, dada la buena calidad de las muestras extraidas con trécares

205-207

manuales, con un coste mucho menor.
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Importancia de la biopsia 6sea en el LNH y técnicas de estudio de
infiltracion medular

Como ya hemos sefialado en parrafos anteriores, el estudio histolégico de BO
es una prueba obligatoria para la estadificacion de pacientes con LNH, tanto de
nuevo diagndstico, como en la recaida o para la evaluacidon de la respuesta al
tratamiento en el caso de que estuviese infiltrada al diagndstico, y su importancia
se refleja en el hecho de que se incluye en los indices prondsticos vigentes en la
actualidad.®"1%

En diversas patologias, hematoldgicas y no hematoldgicas, que pueden afectar
a la hematopoyesis, algunos autores han recomendado la realizacién de biopsia
Osea bicrestal (BOB) para incrementar el rendimiento de la prueba.zog'211 En LNH Ia
incidencia de infiltracién de MO depende del subtipo histolégico,’” siendo mas
frecuente en el linfoma linfocitico de célula pequeia (LLCP) y mas rara en el
LBDCG.

En el contexto de los LNH, algunos estudios muestran mayor rentabilidad de la
BOB,*"* que detecta entre un 10% y un 20 % mas de casos infiltrados que no

208,209,212 -
Sin

serian reconocidos realizando solo una biopsia ésea unilateral (BOU).
embargo, otros estudios han observado que el estudio de BOB no incrementa
significativamente el nimero de casos infiltrados que condicione un cambio a
estadio Iv,21%%13

estadio IV se observd en wuna minoria de <casos (6% y 2,5%,
210,213

ni en LNH indolentes ni en linfomas agresivos, donde el cambio a

respectivamente).

Para el estudio histolégico de BO es importante tener en cuenta la longitud del

211 En este

cilindro dseo, siendo imprescindible que al menos sea de 10mm.
sentido, algunos autores han sugerido que bastaria una BOU si la muestra extraida

es de 20mm.***

En ocasiones la histologia con tinciones convencionales no permite obtener un
resultado concluyente, como en los casos en los que se debe diferenciar una
posible infiltracidn linfomatosa de posibles agregados linfoides reactivos,**® por lo
gue necesita el apoyo de técnicas complementarias como la inmunohistoquimica u
otro tipo de estudios mas sensibles, como la CMF multiparamétrica o la BM.**

La inmunohistoquimica es util para distinguir entre linfocitos reactivos e
infiltracién neoplasica, pero en el caso de los LNH, la determinacién certera de
monoclonalidad basada en la restriccién de cadenas ligeras de las Ig puede ser
complicada por el deterioro de los epitopos antigénicos en los procesos de fijacion
y decalcificacién de las muestras de BO. Por este motivo tiene un especial interés
el desarrollo de técnicas que aporten una mayor sensibilidad y especificidad.
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El andlisis inmunofenotipico mediante CMF multiparamétrica se ha
desarrollado de forma importante en los Ultimos afos, gracias a su alta
aplicabilidad y sensibilidad, lo que ha favorecido su incorporacién a los
laboratorios clinicos de rutina para el estudio de enfermedades hematoldgicas. En
el caso de los LNH, no esta totalmente establecido el valor de la CMF para la
evaluacién de la infiltracion de la MO en los estudios de extension, y por tanto, no
se emplea en general de forma protocolizada. Ademas, existe poca informacion
sobre estudios comparativos entre el anadlisis histopatolégico de la BO y de CMF
para la evaluacion de la infiltracién de la MO en LNH, que permita concluir qué
técnica es mas acertada o bien si se pueden utilizar indistintamente, y son muy
escasos los datos sobre el potencial valor prondstico en el caso de existir bajos
niveles de infiltracién medular detectables solo por CMF respecto a lo que se
describe en otras patologias.'*"*'7**

Otros métodos como la PET, que muestra dreas con alta captacion de 18-F-
fluorodesoxiglucosa (FDG) bien focal o de patrén difuso, segin el tipo de
infiltracidn, o la resonancia magnética (RM), que permite una visualizacion directa
de la MO con alta resolucién y un excelente contraste de tejidos blandos, pueden

P . . ’ . 222
ser mas sensibles que la histologia convencional.”*"

Sin embargo ninguna de
estas técnicas se ha incorporado a la rutina clinica hasta el momento actual, por
un lado, por la variabilidad inter-observador de técnicas no aceptadas para esta
determinacién, dependiente tanto del equipo técnico como de la experiencia del
personal que interpreta la prueba y por otro lado, por limitaciones técnicas como
una baja actividad metabdlica en caso de linfomas de bajo grado en el caso del PET

asi como la falta de disponibilidad de estos estudios en algunos centros.

La BO es un procedimiento invasivo y molesto para el paciente; como todo
procedimiento invasivo, aunque la incidencia sea baja, puede tener
complicaciones, por lo que la toma de muestra debe realizarse sélo bajo estricta
indicacion clinica. Dentro de las complicaciones descritas en el procedimiento de
toma de muestra se encuentran dolor, hemorragias de distinta gravedad,m'224
fractura iatrogénica,”> en casos de toma de muestra a nivel esternal
(habitualmente aspirado medular) se han descrito casos de perforacion
mediastinica o taponamiento cardiaco, que aunque son complicaciones muy
graves, se dan muy esporadicamente;*****’ |os casos de infeccién o ruptura de la
aguja de puncidén son también raros, y de forma general la BO se considera un

procedimiento seguro con baja morbilidad.**®
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5. Caracteristicas inmunofenotipicas de SLPC

Las células neopldsicas de los SLPC, muestran caracteristicas similares a las

229,230

células normales, por lo que los estudios inmunofenotipicos se dirigen a

identificar caracteristicas que permitan establecer la linea a la que pertenecen (B,
T 0 NK) y establecer su estadio de maduracién.?****°

A pesar de estas similitudes con los linfocitos normales, las células neopldsicas
presentan alteraciones en los patrones de expresion de proteinas normales, lo que

52,126,146,231,232

llamamos fenotipos aberrantes. Los fenotipos aberrantes se

describieron en leucemias agudas, y se pueden clasificar en:

a) Asincronismos madurativos (co-expresion de dos o mas antigenos que no
se dan simultaneamente en la maduracién normal).

b) Sobre-expresidn o infra-expresion antigénica (expresion mayor o menor de
lo que corresponderia por su estadio madurativo). O bien la expresién de
antigenos asociada a otra linea (p.e. expresidon de antigenos mieloides en
linea linfoide).

52,146,231,232

c) Fenotipos ectdpicos (expresién de antigenos en un tejido que no

le corresponde).

A diferencia de lo que ocurre en las leucemias agudas, en las que es frecuente
encontrar todos los fenotipos aberrantes, en los SLPC lo mas frecuente es
encontrar infra-expresion o sobre-expresién antigénica, siendo el resto de los tipos
de fenotipos aberrantes muy infrecuentes,>*!2%146:231,232

Se sugiere que la expresion alterada de antigenos asociados a distintos
estadios madurativos en las células de pacientes con SLPC podria reflejar las
alteraciones genéticas subyacentes o anomalias en la comunicacion entre la célula

expandida y su microambiente.”*?**

Los estudios inmunofenotipicos en SLPC pueden realizarse mediante técnicas

146235236 Otras técnicas como el

de inmunohistoquimica o de inmunofenotipo.
Western-blot y los recientes arrays de anticuerpos tienen en la actualidad muy
poca relevancia clinica. La inmunohistoquimica se emplea fundamentalmente en
muestras de tejidos, en los que la arquitectura tisular queda preservada, mientras
que la CMF analiza el inmunofenotipo sobre células individuales que deben estar
suspendidas en un fluido, por lo que se ha empleado fundamentalmente en tejidos
liguidos como la MO o la SP, aunque también se emplea en tejidos sélidos que

precisan ser disgregados antes del andlisis."****
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Los antigenos pan-B como CD19 o CD20, se emplean para la identificacion de
las células B, mientras que otros como CD5, slg, CD23, CD10, CD11c, CD22, CD25,
CD30, CD38, CD79, CD103, FMC7 y cybcl2 resultan de gran ayuda en la

237,238

caracterizacion especifica de algunas entidades. Otros marcadores también

pueden ser importantes porque permiten diferenciar los SLPC-B de las neoplasias
inmaduras de precursores B, como Tdt, CD34 y CD45.%8

Realizaremos a partir de aqui una revision de las caracteristicas fenotipicas de
los SLPC primariamente leucémicos y de LNH con expresion periférica, de origen B
yT.

5.1. Caracteristicas inmunofenotipicas de los SLPC-B

5.1.1. SLPC primariamente leucémicos

De acuerdo con la clasificacién mas reciente de la OMS,' en este grupo se
incluyen la LLC, la leucemia prolinfocitica (LPL)-B y la TL.

Teniendo en cuenta el proceso de HMS de los genes de las Ig, se considera que
los SLPC-B se originan a partir de células B que no han pasado por el CG (no
mutacion en genes de las Ig) o de células B del CG o post-CG (cuando han pasado a

través del CG y han sufrido mutacién en los genes de las Ig).”***

5.1.1.1. Leucemia linfatica crénica B y linfoma linfocitico de células B
pequeiias (LLC/LLCBP)

La LLC es la leucemia mds comun en adultos de paises occidentales (2-6 casos
por 100 000 habitantes y afio), con una frecuencia que aumenta con la edad.? Las
células neopldsicas de la LLC muestran un fenotipo muy caracteristico, por lo que
en la mayoria de los casos se diagnostica facilmente mediante CMF.***° La LLC
expresa el antigeno pan-B CD19, y caracteristicamente es CD5, CD23 y CD200
positiva, ademads de presentar reactividad débil para CD20, CD22, CD79b, CD81 vy
slg, y ausencia de FCM7. Tanto CD23 como CD200 y CD79** son importantes para
el diagndstico diferencial del linfoma de células del manto (LCM),****** que
también co-expresa CD5. Ademas las células de LLC son positivas para CD21, CD24,
CD25, CD27, CD39, CD40, CD43, CD45RA, CD62L, CXCR5 vy slgM, y expresan de
forma moderada bcl-2 en citoplasma.®®*** (FIGURA 4) En las formas de LLC atipica
el patrén fenotipico no es tan caracteristico, y suelen mostrar mayor expresion de
antigenos como CD20, CD79b, FMC2, CD22, ademads de expresidn mas intensa de

slg.
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’ *Linfoma de Células del Manto Y
D19+, CD20+, 22+, CD79b+, SmigM+ ? 5& »6

| ¥/oSmigDs, CDS+, CD23-, CD38-/+

*Linfoma dela Zona Marginal | > / O))_ R
Esplénica 3 LLC-B \ -o/ —_— i N
CD19+, CD20+,22+, CD79%+, Smlg=, '_.' (genes region V no mutados) ‘ =os k ")
CD24-, FMC7+, Cybel2+, CD25-, CD5-, | 2 = - Plasmabk S
CDI10-, CD23-, CD1ler, CD43-/+, | o ... aF { : . : Célula plasmitica
CDI103-, HC2-, bel6-, CD3S$ (variable) ak X 5 e v z
. 22 — SLLP /MW H
3 CDI9+, CD24+, v
Zona del Manto @) D25+, CD20FMCT+ v
D22+, CDT9%b+, 4 *Mieloma Miiltiple

CylgM+, CD54+ Smlig+débil. CD20-
SmigM+, CD5-, CD23-, +débil,

CD10-, CD38 (variable)

CD38++,

CDI17-/+, CD28/+,

©

Célula B naive

&

.

4

*LLC-B
(genes V no mutados)
CD19+, CD20+, 22+d¢bil,
CD79b+débil, Smig-/+,
CD24+, FMC7-, Cybel2++,
CD25+, CD5t, CD10-,

Célula B de memoria
*Leucemia Prolinfocitica
.. CDI9+, CD23+, CD21+
“a | CD24+,CD25
y/o SmigD+, CD5-
CD103-, CD1 e (variable)

CD23+, CD11e-/+, CD43+ _:" H L 4 :
K b : <« v
4 :
H *LLC-B *Tricoleucemia
*Linfoma de Burkitt : *Linfoma B Difuso de Célula Grande H CD19++, FMC7-, CD79b+ CD20++,
CD19+, CD20+, CD22+, CD79b+, Smlg+, CD19+, CD20/FMCT4++, CD224+, CD22++, Smlg++, CD11e~+, CD254,
Cybel2+débil, CDS-, HLA-DR#, bel6+, H CD79b++, Smig++, CDS5-, CDI0-+, D103+, HC2+, CD3-, CDI0-, D23,
CDI10+4, CD23-, CD38+++, Tdt- H CD23- : CD305++
v H
v
*Linfoma Folicular *Linfoma MALT
CDI19-/+, CD20/FMC7++, CD22+, CDT9b+, Smigt, | Smig+, CD19+, CD22+, CD79b+,
Cybel2+++4, CD5-, CDIO+, CD23-, CDI I¢-, CD43-, CD38+ CXCR3+, CD5-, CD23-, CD10-, CD27-,
‘ CD45RO-

FIGURA 4. Origen celular de los SLPC-B. En funcion de las etapas de la
maduracion de las células B normales y de la ausencia o presencia de
hipermutacion somadtica, los SLPC-B pueden dividirse en:

i) SLPC-B derivados de células B pre-CG y carentes de mutaciones en los genes
de las Ig, (LLC, LCM, y LCME), ii) SLPC-B derivados de células B que han pasado
por el CG y que muestran mutaciones de Ig (LF, LBDCG, LB), iii) SLPC-B
derivados de células B post-CG (LLP, MM), y iv) SLPC-B derivados de células B
de memoria (LLC, TL, LP). Las lineas continuas indican etapas o estadios
madurativos de la célula B normal y las lineas de puntos muestran los linfomas
que presumiblemente se originarian a partir de cada estadio de la
diferenciacion normal. (Adaptado de Kiippers. )245

La expresion de otros marcadores como CD11c, CD38, CD45R0, CD80, CD95,
CD124, CD126, CD130 y CyZAP-70 es variable.?****® Cabe sefialar que la expresion
de CD38 y CyZAP-70 se ha asociado con el estado no mutado de los genes de las
cadenas pesadas de las Ig (genes IGH), lo que implica un prondstico adverso;**"2*°
al igual que en el caso de CD49d (presente en LLC no mutada).**®

El fenotipo de los linfocitos del LLCBP es superponible al de la LLC,"**" lo que
es concordante con la patogenia de la enfermedad, ya que en ambas entidades la
célula que prolifera es la misma, aunque en el primer caso la enfermedad tiene un
comportamiento predominantemente ganglionar y en el segundo leucémico.
Ademas, recientemente se ha definido una nueva entidad como «linfocitosis B
monoclonal» (MBL), que serian los casos con presencia de células B monoclonales
en SP, la mayoria con fenotipo de LLC, pero en los que no se cumple el criterio
absoluto de linfocitos B clonales >5x10°/L, y siempre en ausencia de signos o
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sintomas de la enfermedad.?**%*

Es interesante sefalar que se ha demostrado
recientemente que se pueden detectar pequefios clones de células B
fenotipicamente idénticas a las LLC en practicamente todos los adultos sanos de

>40 afios, 253255256

En cuanto al origen de la LLC, en la actualidad se considera que las LLC que
presentan mutacion de los genes IGH (=50 % de los casos) derivarian de linfocitos
B de memoria presentes tanto en MO y SP, como en los drganos linfoides

secundarios, en los que ya ha tenido lugar el proceso de HMS,*’>

y tendrian un
mejor prondstico. Sin embargo, los casos no mutados se originarian a partir de
células B naive que no hayan pasado por el CG, y presentan un curso clinico mas

agresivo, con menor supervivencia.245’258’260'264

5.1.1.2. Leucemia prolinfocitica B (LPL-B)

El diagndstico de la LPL-B se basa en la presencia de prolinfocitos en SP en un
porcentaje igual o superior al 50 % del total de linfocitos, que se acompaiia de las
manifestaciones clinico-hematoldgicas de la enfermedad, como la hiperlinfocitosis
(habitualmente >100x10°/L) y la presencia de esplenomegalia, con o sin
adenopatias evidentes. En cuanto a su fenotipo, los prolinfocitos expresan
intensamente antigenos como CD19+, CD20+/FMC7+, CD22+, CD79b+ o slg, con
niveles elevados de slgM y/o slgD, y menor reactividad para CD5, CD23 vy
CD25.%2123:26>268 (F|GURA 4) En general, el prolinfocito muestra un fenotipo

51,266

superponible al de un linfocito B activado de SP, y en algunos casos puede

plantearse el diagnéstico diferencial con formas variantes de tricoleucemia (TL-
V),%%?1 con la que se diferencian en que los tricoleucocitos expresan CD103 y los
prolinfocitos muestran menor expresion, aunque variable, de CD11lc y CD305
(LAIR—l).272 También puede ser necesario el diagnéstico diferencial con el LCM, que
puede presentar un cuadro clinico y morfolégico similar al de la LPL-B, aunque las
células B neoplasicas del LCM son caracteristicamente CD200-, CD23-,
CD5++/CD43+ y presentan t(11;14)(q13;932).%°” Desde hace tiempo se conoce la
existencia de formas variantes de LPL-B con caracteristicas intermedias entre LLC y
LPL-B.*®%*® Algunos de estos casos son formas evolucionadas de LLC y otros
presentan ya en el diagndstico un porcentaje variable de prolinfocitos (entre 11 %
y 55 %), que en ocasiones presentan caracteristicas fenotipicas intermedias entre
13,268 £y pacientes con LPL-B la incidencia de CyZAP-70 y CD38 se
da en un 50-60 %, vy, al contrario de lo que ocurre en la LLC, su expresion no se

ambas entidades.

relaciona con el estado de mutacién de los genes de las Ig.*”?

5.1.1.3. Tricoleucemia (TL)

El tricoleucocito presenta una morfologia y fenotipo caracteristicos, que no
plantean habitualmente problemas de diagndstico diferencial con otros SLPC-B. Su
contrapartida normal podria corresponder a una célula B de memoria activada y/o
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a una célula presentadora de antigeno, que ya ha sufrido procesos de
recombinacién IGH V(D)J e HMS.*”*

Debido a sus caracteristicas morfoldgicas, con prolongaciones citoplasmaticas,
el tricoleucocito presenta caracteristicas de dispersion frontal (FSC) y lateral (SSC)
anormalmente elevadas. Fenotipicamente expresa con elevada intensidad
antigenos pan-B como CD19, CD20, CD22 vy slg, ademas de CD25, CD103, LAIR-1
(CD305), CD11c, FMC7, CD79b, CD123, T-beta, anexina Al , HC2 vy
CD72.%8°1,53,263:269:271.275,276 s ripsamente, puede expresar IgM y/o IgD junto a slgG

y/o slgA. 13275 (FIGURA 4)

Existe una forma variante de TL (TL-V), que fenotipicamente se caracteriza por
ausencia de expresion de CD25y HC2,”° manteniendo una expresién similar a la TL
de CD103 lo que, junto a un patrén de CD24 y CD305 facilita el diagndstico
diferencial con el linfoma esplénico de zona marginal (LZME).>

5.1.2. LNH-B con expresion leucémica (expresion periférica)

Todos los LNH-B pueden leucemizar, aunque la expresion periférica es mas
frecuente en algunos subtipos.

Aunque mediante CMF se pueden detectar en SP linfocitos B clonales
correspondientes a una fase de leucemizacién de un LNH-B, en la actualidad es
imprescindible hacer un estudio histoldgico de biopsia ganglionar para determinar
el diagndstico y definir el subtipo.”’”’

En cuanto a los resultados de los estudios moleculares, de acuerdo con los
patrones de expresidon génica, algunos SLPC-B como el LF, el LB y el LBDCG,

muestran perfiles asociados con células B del CG,*’®

aunque existen casos de
LBDCG cuyos perfiles de expresidn se parecen mas a los de células B activadas

(ABC),%’® como veremos mas adelante.

5.1.2.1. Linfoma de células del manto (LCM)

* En la

Los LCM representan un 5-10 % de todos los LNH del paciente adulto.
mayoria de los casos las células B neoplasicas tienen un tamafio de pequefio a
mediano y un aspecto maduro, similar a la LLC; el nucleo puede ser hendido con
contorno irregular, asociado o no a la presencia de nucléolos evidentes con
cromatina dispersa y escaso citoplasma, en ausencia de sombras de Giimprecht.?*°
Aunque los rasgos citoldgicos pueden ayudar al diagndstico diferencial entre
ambas entidades, es clave el estudio histolégico ganglionar, la demostracion de
expresion de ciclina D-1 por inmunohistoquimica, el analisis fenotipico de las

281 En cuanto al

células neoplasicas y la demostracién de la t(11;14)(q13;932).
fenotipo, el LCM comparte caracteristicas con la LLC, y su origen podria estar en un

linfocito B en un estadio madurativo inmediatamente posterior al de la LLC, e
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histolégicamente localizado en la region del manto de los d6rganos linfoides
secundarios. Un 25 % de los pacientes con LCM presenta mutacion de los genes
IGVH,?? siendo mas frecuentes los casos no mutados en los pacientes con

282 A diferencia de la LLC, el estado

enfermedad ganglionar (90 % vs 40 %).
mutacional de IGVH no se correlaciona tan claramente con la supervivencia,
aunque podria ser de utilidad para reconocer posibles formas indolentes de la
enfermedad (mutadas).?®%%*

Habitualmente las células B neoplasicas de LCM son CD19+ y co-expresan CD5
y CD43, al tiempo que otros marcadores pan-B como CD20, CD22 vy
CD24.1*%849°132 g diferencian de la LLC en la ausencia de expresién de CD23 y
CD200*** y la positividad mds intensa para slgM y/o slgD, CD18, CD20, FMC7, CD54
y sobre todo CD79b; la reactividad para CD38 es variable, aunque en general es

1,3,52,238,284

superior a la de la LLC tipica. (FIGURA 4) Cabe destacar que existen casos

de LCM que presentan variaciones del inmunofenotipo clasico.?*

El LCM variante blastica,”®® que puede asociarse o no a la presencia de
prolinfocitos en SP, presenta un fenotipo superponible al de la forma clasica,
aunque, por lo general, la célula B tumoral clonal presenta mayor tamafio y
complejidad interna (FSC y SSC), expresa CD10 en algunos casos, lo que puede

287

llegar a plantear diagndstico diferencial con LBDCG,”™" siendo util para esto la

determinacién de bcl-6 por inmunohistoquimica, que es negativa en LCM.

288,289 otivo actual de

Se ha descrito ademas una variante indolente de LCM,
controversia,”*® que se caracteriza por un bajo indice proliferativo, predominio de
formas mutadas para IGVH, ausencia de alteraciones citogenéticas secundarias y
predominio de expresion clinica periférica con esplenomegalia y escasa afectacion
ganglionar. Estos pacientes se beneficiarian mdas de una actitud expectante, de
forma similar a lo que ocurre con estadios precoces de la LLC o de linfomas
indolentes. En este sentido, seria de gran relevancia distinguir en el momento del
diagnodstico los pacientes que van a tener un comportamiento indolente o

agresivo, lo que es determinante para tomar una decisidn terapéutica.

5.1.2.2. Linfoma Folicular (LF)

El LF es el mas frecuente de los LNH primarios con infiltracion de SP, con una
incidencia estimada de leucemizacién del 10 al 40 % de los casos.”> Actualmente
se pueden emplear técnicas mas sensibles, como la CMF multiparamétrica y la
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), que detectan células B neoplasicas en
SP al diagndstico, o en una mayor proporcion de casos durante la evolucién de la
enfermedad.”*** En SP, el LF puede confundirse morfolégicamente con la LLC,
siendo util para su diagndstico diferencial demostrar la existencia de linfocitos con
nucleo hendido (centrocitos) y la presencia de cierto grado de polimorfismo

251 ¢
Si

celular (centrocitos y centroblastos) en ausencia de sombras de Gimprecht. n
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embargo, el estudio histologico ganglionar sigue siendo esencial para establecer el
diagnéstico definitivo de LF.!

Las células B neoplasicas del LF muestran un fenotipo similar al del linfocito B
del foliculo linfoide: reactividad fuerte para sigM, CD20/FMC7, CD22 y CD79b, co-
expresion practicamente constante de CD10, bcl6 y C38 con intensidad
>1.73,238,265 por | general son negativas para CD5, CD11c, CD23, CD43,
CD103, CD200 y HC2, y con frecuencia presentan expresién débil de CD19,>32®>y

intermedia.

de forma caracteristica presentan sobre-expresién de bcl2 en citoplasma.®®
(FIGURA 4)

Aunque en la mayoria de los casos las células B neopldsicas del LF tienen un
pequefio tamafio, pueden coexistir células de gran tamafio y complejidad, que
obliga a establecer diagndstico diferencial con LBDCG CD10+CD200-.

En la clasificacién actual de la OMS' se incluye el LNH folicular cutdneo
primario como un subtipo particular de linfoma centro-folicular que, a diferencia
del subtipo clasico de LF, suele carecer de slg y, con frecuencia es CD10- y muestra
expresion menos intensa de bcl2.

5.1.2.3. Linfoma B difuso de células grandes (LBDCG)

Los LBDCG son un grupo heterogéneo de linfomas' que se definen segin
criterios morfoldgicos e histolégicos, y de los que sélo una pequefia parte (<5 %)
leucemiza al diagnéstico,”' mostrando generalmente inmunoblastos grandes y/o
centroblastos. La heterogeneidad clinica del LBDCG probablemente refleja su
variabilidad genética. En la mayoria de los casos, las células B neoplasicas
presentan reordenamiento de los genes IGH asociados a mutacién somatica.?””

Se conocen hasta el momento al menos dos subtipos principales en cuanto a
expresion gendémica:*>> los LBDCG con patrén de expresion de célula B tipo CG
(similares a las células B sanas del CG), que se asocian con mayor supervivencia, y
los LBDCG de tipo célula B activada (ABC), de peor prondstico,”®? cuyo nombre
deriva de los estudios que muestran la activacion continua de ciertas vias o rutas
celulares normalmente activadas cuando las células B sanas interaccionan con un
antigeno. Ademas, la expresién de distintos genes como HGAL, BCL6, LMO2 y FN1
se asocia a una supervivencia favorable,””> mientras que BCL2, SCYA3 y CCND2 se

asocian a un prondstico adverso.?”*

Debido a la dificultad de realizar en la practica
clinica los estudios de expresion génica, se han validado patrones de
inmunohistoquimica que se correlacionan con los diferentes subtipos bioldgicos de
LBDCG. El algoritmo de Hans y cols.?®* utiliza CD20, CD10 , Bcl-6 y MUM-1 . Otro
algoritmo reciente es el de Choi y cols,”®> que utiliza GCET1, CD10, BCL-6, MUM1 y

FOXP1, con una concordancia con la expresion génica del 93 %.2%
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Los estudios fenotipicos en el LBDCG muestran linfocitos neoplasicos de
tamafio grande, con reactividad intensa para marcadores pan-B como CD19,
CD20/FMC7, CD22, CD79b y slg, y se pueden identificar dos grupos en funcion de

1,3,51,238,265

la expresién de CD10+. (FIGURA 4) Se puede identificar un subgrupo
numeroso con sobreexpresion clara de cybcl2, que podria corresponder a casos
con caracteristicas de célula B de CG y t(14;18)(q32;q21).5%*%

CD23 suelen estar ausentes, aunque se han descrito casos con expresién variable

Tanto CD5 como

de ambos marcadores que, en el caso de CD5, se han asociado con peor

1,3,284,297

prondstico. Los LBDCG CD5 positivos se diferencian de la variante blastica

297

de LCM en que no expresan ciclina D1 y carecen de la t(11;14)(q13;932).”" En la

variante anaplasica de LBDCG también se observa como rasgo diferencial la

expresion de CD30.%%

5.1.2.4. Linfoma de Burkitt (LB)

El LB es un linfoma de células grandes agresivo, cuyo fenotipo es muy
caracteristico y con frecuencia reproduce los rasgos de los linfocitos grandes
centrofoliculares. La célula B neoplasica del LB expresa marcadores pan B como

CD19, CD20, CD22 y CD79b, muestra reactividad para CD10, CD77, bcl6 y CD43, y

299

positividad muy intensa para CD38;”"" generalmente carece de expresién de CD5 y

CD23 y expresa de forma débil bcl2 Cit0p|é5miC0.66’299 (FIGURA 4) Es caracteristico

el hallazgo de una elevada tasa proliferativa asociada a una rapida apoptosis

300301 Eyiste una forma variante descrita como Burkitt-like, con

1,3,284

espontanea.
caracteristicas histopatoldgicas intermedias ente LB y LBDCG. Aunque las
células B de estos pacientes expresan antigenos pan-B en ausencia de CD5, a
diferencia del LB suelen ser CD10- y con una mayor expresion de cybcl2, junto a

positividad intensa para ki67."***

5.1.2.5. Linfomas de zona marginal (LZM)

El LZME presenta en general un curso clinico benigno que no requiere un

tratamiento inmediato.?®>30%3%

En sangre periférica, los linfocitos B neoplasicos
son morfolédgicamente mds grandes que las células B normales, con un nucleo
redondo, algo excéntrico, de contornos regulares, con cromatina condensada, a
veces con nucléolo, junto a un citoplasma basoéfilo con proyecciones vellosas
citoplasmaticas, generalmente dispuestos en un polo de la célula (menos
numerosas aungue mas gruesas, largas y separadas que las células B de la TL).2®
Fenotipicamente muestran caracteristicas de maduracién similares a las de las
células de la TL, son relativamente homogéneas, con expresion intensa de slg y
CD79b, y positividad para CD19, CD20/FMC7 y CD22.*° Al igual que en la TL, las
células B clonales expresan CD11c, aunque con expresidn menos intensa, y similar
a la subpoblacion de células B normales (<5 %) circulante.’*® Con frecuencia
carecen de reactividad para CD103, HC2 y CD25 y la expresidon de CD24 es mas

débil que en los tricoleucocitos.”**”*° (FIGURA 4) Otros antigenos como CD5,
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CD10 y CD23 son generalmente negativos, CD38 y CD43 se expresan Unicamente
en una pequefia proporcién de casos (<25 %) y no se observa reactividad para
anexina Al, bcl6 o ciclina D1.*°%*%2%* (FIGURA 4) EI LZM nodal (LZMn) tiene un
fenotipo muy similar al LZME.

El linfoma tipo MALT constituye el 7-8 % de todos los linfomas de células B*** y

mas del 50 % de los linfomas gastricos primarios.’®> En estos pacientes, las células
B expresan slg (slgM, sIgA o slgG) y en muchos casos co-expresan Cylg del mismo
isotipo, y antigenos B como CD19, CD20, CD22, CD79b y CXCR3, habitualmente en
ausencia de positividad para CD5, CD23, CD10, CD27 y CD45R0.%%>% (FIGURA 4)
Algunos autores han asociado la expresion de CD5 con un comportamiento mas

agresivo y peor prondstico para la enfermedad.*®

5.1.2.6. Linfoma linfoplasmocitico (LLP) y macroglobulinemia de
Waldenstrom (MW)

El LLP presenta frecuentemente infiltracion de la MO, pero la presencia de

4851265 £n las muestras infiltradas

células B clonales en SP es menos frecuente.
(tanto en SP como en MO) a menudo coexisten linfocitos pequefios clonales con
linfoplasmocitos tipicos y células plasmaticas que expresan el mismo isotipo de

49,51,265

cadena ligera de Igs. En la mayoria de los casos se detecta un componente

monoclonal, aunque a veces se necesitan métodos sensibles como Ia

3284310 |9 MW es una variante del LLP

inmunofijacion para su identificacion.
caracterizada por la presencia de paraproteina IgM (que excede la concentracion
de 1,5g/dL) y la acumulacidon de células linfoplasmociticas en la MO. En los
estadios avanzados de la enfermedad, los pacientes desarrollan organomegalias,
anemia e hiperviscosidad sanguinea. La presencia de componente monoclonal IgM

311 Ademas

diferencia la MW de otras neoplasias con diferenciacion plasmocitoide.
las células plasmaticas de la MW, a diferencia de las gammapatias monoclonales
(GM), presentan una expresién de antigenos normal.*> Debido a sus
caracteristicas morfoldgicas e inmunofenotipicas, la MW se incluyé dentro del
grupo mas amplio de LLP a partir de la clasificacion REAL (clasificacion revisada
Europea-Americana) de los linfomas y SLPC-B.*®*

El perfil fenotipico de los linfocitos B neoplasicos de los pacientes con LLP
generalmente es superponible al de los linfocitos B CD5-/CD23- maduros
predominantes en SP: ausencia de reactividad para CD5, CD10 y CD23, expresion
de marcadores pan-B (CD19+, CD20+/FCM/+, CD22+,CD24+), positividad constante
para CD25 y CD54 y reactividad variable para CD38."*>***3!! Recientemente se ha
descrito el potencial valor de la CMF en la caracterizacién de clones de MW como
su importancia para establecer diagndstico diferencial, predecir riesgo de

progresion o supervivencia.>'*?"
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5.1.2.7. Gammapatias monoclonales (GM) y mieloma
multiple (MM)

Las GM son las neoplasias de CP, las células en ultimo estadio madurativo de la
diferenciacion linfoide B. Desde el punto de vista del fenotipo existe gran similitud
entre las CP clonales de las distintas formas de GM [(GM de significado incierto
(GMSI), MM vy leucemia de CP (LCP)]. Como rasgo diferencial no expresan
marcadores asociados a otras neoplasias B como CD22, CD5 y CD23;*?84314315
CD38 es una glicoproteina de membrana, presente en todas las lineas
hematopoyéticas,**® que se expresa en las CP con una intensidad muy superior a la

63,64,317,318

de otras células permitiendo facilmente su identificacidn. En la mayoria

de los casos la CP mielomatosa expresa CD38 de forma mds débil que la CP

normal.3%°

Otro marcador caracteristico es CD138, proteoglicano de superficie que
promueve la adhesion al colageno tipo | y a la fibronectina, y que en MO se
expresa tGnicamente en las CP (normales y patoldgicas),**° por lo que se utiliza para
la identificacion y purificacidon de las CP. Con frecuencia las CP patoldgicas son
CD45- y CD19-,°*%%3%! (FIGURA 4) aungue algunos autores han correlacionado la
expresion fuerte de CD45 con una alta capacidad proliferativa y alto grado de

inmadurez de las CP.31%3%?

En las CP normales CD56 se expresa débilmente, sin
embargo en la mayoria de los casos es fuertemente positivo en las CP
mielomatosas (>60 % de los MM)*?%3%* y en las GMSI se encuentra con frecuencia
fuerte reactividad para CD56 en presencia o ausencia de un patrén de expresién
aberrante para CD117,°* CD27, CD28, CD33, CD81, CD126, CD229 vy
CD86.536>68326331 ([IGURA 4). La expresion de CD86 se ha asociado a prondstico
adverso,*'® mientras que CD117 se ha asociado a caracteristicas favorables de la

enfermedad.?*?

En la leucemia de células plasmaticas (LCP) puede observarse
expresion de CD56, aunque se considera tipicamente negativo e incluso se ha
postulado que CD56 pueda ser un factor asociado a la progresiéon de la
enfermedad.****** Ademas en la LCP se detecta mas frecuentemente reactividad

65333334 Ectudios recientes

para CD20 y positividad mas intensa para CD27.
muestran ademas la existencia de un descenso progresivo en los niveles de
expresion de CD38, CD40, CD63, HLA-I y beta-2-microglobulina desde la GMSI a la

LCP, pasando por el MM.>*

5.1.3. Subgrupo de SLPC-B leucémico con Fenotipo CD19+CD5+.
Un reto diagnoéstico en la rutina clinica
En el laboratorio clinico asistencial, se pueden plantear problemas de
diagnostico diferencial en SLPC-B CD5+. De hecho algunos autores han propuesto
una clasificacion de SLPC-B en funcién de la expresién de CD5 y cD10,"® que
ayudaria a orientar el diagndstico y decidir si hay que realizar técnicas

complementarias.

Dentro de los SLPC-B con expresion de CD5 nos encontramos un grupo

336,337

heterogéneo de enfermedades. La mas comun es la LLC/LLCBP, seguida por
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el LCM.**® E| diagndstico diferencial de estas dos entidades, por lo general ambas
CD5+CD10-, es habitualmente facil de establecer con técnicas de
inmunofenotipo.*”** El fenotipo tipico del LCM, es generalmente CD5+, CD23-,
CD200-, FMC7+, CD79+, CD20+ y slg+ fuerte,** lo que permite diferenciarlo de la

LLC cldsica.>*

Sin embargo, existen variantes de los distintos SLP-B que obligan a
un diagndstico diferencial mas exhaustivo, como en el caso del area gris de las LLC
atipicas.>** Se ha sugerido que la ausencia o expresion débil del receptor de Ig-E

CD23 descartaria el diagndstico de LLC, que iria mas a favor de LCM,*’® aunque

342343 & incluso variantes

también se han descrito casos de LLC claramente CD23-
de LCM CD23+.>* Hay que tener en cuenta que para el diagndstico de una entidad
no debe valorarse el patron de expresidn de un solo antigeno, sino que debe estar

basado en un panel suficiente de antigenos que defina su perfil inmunofenotipico.

A pesar de todo, en la labor diaria del laboratorio clinico asistencial de CMF,
con frecuencia se identifican casos de SLPC-B CD5+ cuyo fenotipo es «compatible
con LCM», y que no presentan la t(11;14). Este grupo de casos plantean problemas
diagnodsticos que pueden tener implicaciones clinicas, por lo que consideramos
interesante analizar las caracteristicas inmunofenotipicas de este grupo de
pacientes y describir la incidencia y el comportamiento clinico de estas entidades
en relacién con la presencia o ausencia de t(11;14), con el fin de establecer un
diagndstico mas preciso que permita una mejor valoracién clinica.

5.2. Caracteristicas fenotipicas de los SLPC-T y SLPC-NK

Aunque se pueden definir algunas entidades dentro de los SLPC-T en base a sus
caracteristicas inmunofenotipicas, el conocimiento de este subgrupo es menor que
en el caso de los SLPC-B, debido en parte a su menor frecuencia. En el caso de las
neoplasias de células NK maduras la identificacion de la linea no suele presentar
grandes dificultades, aunque por el momento no existen claros marcadores de
clonalidad, ya que las células neopldsicas no presentan reordenamiento IGH ni de
TCR. En el caso de que el paciente sea una mujer se puede demostrar clonalidad
realizando el test molecular de inactivacién del cromosoma X (HUMARA), que no
es aplicable en pacientes varones.

5.2.1. Leucemia prolinfocitica T

Los prolinfocitos T se caracterizan por presentar un fenotipo T (CD2+,
CD3+,CD5+) maduro (ausencia de expresion de CD34, Tdt y CD1a junto a expresion

345

generalmente fuerte de CD45) con sobreexpresiéon de CD7°” y un fenotipo

CD4+CD8-; aunque también puede presentar fenotipos CD4+CD8+ y CD4-CD8+ en

345 Estas células

aproximadamente el 25 % y el 15 % de los casos, respectivamente.
muestran también fuerte reactividad para CD52 y positividad débil y variable para
CD25 y HLA-DR, junto con caracteristicas de linfocito T escasamente diferenciado,

de fenotipo naive en la mayor parte de los casos (CD45RA+, CCR7+, CD45RO-,
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CD28+).>" De forma caracteristica, en la mayoria de casos (=80 %) se observa
expresion citoplasmatica de TCL1, asociada a translocaciones que involucran este

gen en el cromosoma 14¢32.1.>%

5.2.2. Leucemia/linfoma T del adulto

La leucemia/linfoma T del adulto relacionado con la infeccidn del virus HTLV-1,
presenta un fenotipo T maduro correspondiente al de un linfocito T regulador
CD4+CD25++ con expresion de CCR4 y FoxP3;*32%43473% 3demds de la expresion de
marcadores pan-T como CD2 y CD5, con frecuencia las células T neoplasicas
muestran expresion débil o incluso negatividad para CD7 y en menor medida, para
CD3 y TCRop+."#284%473% E| antigeno CD8, asi como los marcadores asociados a
célula citotéxica CD57, CD56, CD11b y CD11c son habitualmente negativos en las

48,284,347,348

células T clonales de estos pacientes. A veces se observa expresion

parcial de CD30 en ausencia de proteina ALK y enzimas citotéxicas.”

5.2.3. Leucemia/linfoma de linfocitos T grandes granulares
(LLGG-T)

Las LLGG-T conforman un grupo heterogéneo desde el punto de vista
fenotipico. En la mayoria de los pacientes las células T clonales muestran un
fenotipo CD3+TCRaf+CD8+, aunque también se han descrito casos
CD3+TCRyd+CD4- o CD3+TCRap+CD4+ asociados o no a expresion débil de CD8. De
forma excepcional se detectan expansiones clonales de células T con aspecto de
linfocito grande granular CD3+TCR(xB+CD8—CD4—.349

Las células T de los pacientes con LLGG-T por lo general, tienen un fenotipo
citotoxico efector, independientemente de su origen. Se detecta expresidon
intracitoplasmatica de proteinas citotéxicas como granzima B y M y perforina, con
reactividad variable para las moléculas CD16, CD56, CD57, CD1lc y CD94,**
expresion intensa de CD45RA con ausencia de reactividad para CCR7 y CD28, y
positividad variable para CD45R0.%>%33
CD2, que son positivas en linfocitos T normales, suelen mostrar una expresion

Otras moléculas pan-T como CD5, CD7 y

variable, y se pueden detectar en algunos pacientes dos o mas subpoblaciones T
350-353

patoldgicas con diferentes niveles de expresion para estos marcadores.

Un andlisis mds detallado de las caracteristicas fenotipicas de cada uno de los
distintos subgrupos de LLGG-T pone de manifiesto la existencia de rasgos
particulares en cada uno de ellos. Asi, las LLGG-T CD3+TCRaf+CD4+ suelen
expresar los antigenos CD56 y CD57, en ausencia de positividad para otros
marcadores asociados a célula citotoxica como CD11lc, CD11lb, CD16, CD161,
CD158 y CD94. Un hallazgo interesante es que muchos de estos casos expresan la
familia TCRVB13.1, asociada a la presencia del alelo HLA-DRB1*0701 e infeccién
por citomegalovirus (CMV), que probablemente constituye el estimulo antigénico

concreto involucrado en estas expansiones clonales T.*3%2>%3%
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Por su parte, las LLGG-T CD3+TCRyo+CD4- se caracterizan por la expresion
variable de CD8, CD56 y CD57 y ausencia de reactividad para CD16, CD11b vy
CD11c, con un predominio de expansiones TCRV}(9+TCRV62+,164 de forma similar a
lo que ocurre con las células T TCRyo+ de SP de adulto sano.

Respecto a los casos CD3+TCRaf+CD8+, que es el fenotipo mds frecuente,
merece destacar que suelen expresar un repertorio de regiones TCRV[} similar al

162,163

de las células T CD8+ de sujetos adultos sanos. Fenotipicamente, las células

clonales de estos pacientes muestran reactividad variable para CD57, CD11c y

CD56,%*° con expresion intensa de CD8 y ausencia de CD4.>*%3®

5.2.4. Sindrome de Sézary y micosis fungoide

El linfocito T patolédgico de los pacientes con sindrome de Sézary y micosis
fungoide muestra un fenotipo caracteristico de una célula T CD4+ de memoria,

| 156

habitualmente de memoria centra La gran mayoria de los casos son CD4+

aunque se han descrito casos CD8+,>”’

que tienen un comportamiento clinico
similar a los CD4+, y son mas frecuentes en pacientes pediatricos. En la mayor
parte de los casos, las células de Sézary expresan niveles bajos (respecto del
linfocito T CD4+ circulante normal) de TCRa3/CD3 (94 %), CD4 (94 %), CD7 (100 %)
y/o CD2 (83 9%).18°1136.284.358 Ademas, las células de Sézary son caracteristicamente
CD26 negativas, y muestran reactividad para los antigenos CD28+, CD45RO+,
CCR7+ (fenotipo de memoria central) y CD5+, en ausencia de expresion de
marcadores asociados a células citotoxicas (CD8-, CD56-, CD57-, CD11b-, CD11c-,

CD161-, CD158- y CD94-, entre otros).*®

Pese a poseer rasgos fenotipicos caracteristicos, es frecuente que en un mismo
paciente las células de Sézary sean fenotipicamente heterogéneas, e incluso que
se detecten distintas subpoblaciones de células T neoplasicas con diferente
tamafio y fenotipo, siendo frecuente la coexistencia de subpoblaciones celulares
CD7- y CD7+. 156,359-361

5.2.5. Linfoma T angioinmunoblastico

El linfoma T angioinmunoblastico muestra habitualmente un fenotipo tipico
gue se caracteriza por la presencia de una o varias subpoblaciones de células T
CD4+CD8- con expresiéon anormalmente disminuida y variable de CD3TCRaf+,

362363 e forma

asociado o no a una expansidon policlonal de las células B.
caracteristica, las células neoplasicas de los pacientes con linfoma T
angioinmunoblastico expresan los antigenos CD10,*** CXCL13,® y PD-1 (CD279,
miembro de la familia extendida CD28CTLA-4),>*® fenotipo similar al de la célula T
colaboradora folicular CD4+ normal, que puede ser el origen de esta

neoplasia.>***%’

65



Lucia Lépez-Anglada Ferndndez Introduccion

5.2.6. Linfoma T periférico NOS (not otherwise specified)

Estos linfomas T comprenden aproximadamente un 30 % de los linfomas T
periféricos,*®® representando por tanto el grupo mas frecuente de las neoplasias T
pos-timicas. Es un grupo muy heterogéneo que incluye todos aquellos linfomas T
periféricos que no pueden adscribirse a ninguna otra categoria de la OMS.
Fenotipicamente se caracterizan por una gran heterogeneidad en cuanto a la
expresion de marcadores pan-T, como CD3, CD2, CD5 y CD7 que pueden ser

positivos o negativos;ls“’%g'370

y pueden expresar niveles bajos de CD30, moléculas
asociadas a citotoxicidad (granzima B, perforina, CD56 y CD57) e incluso
marcadores asociados a célula T CD4+ colaboradora folicular (como PD-1). Suelen
expresar la isoforma CD45RA del antigeno CD45, en ausencia de CD45R0." En la
mayoria de los casos (65 %) las células clonales son CD4+CD8-, aunque pueden
detectarse también fenotipos CD4-CD8+ (15 % de los casos) y mdas raramente CD4-

CD8- (10 %) o CD4+CD8+ (10 % de los casos)."***"

5.2.7. Linfoma T hepato-esplénico

En la clasificacién actual de la OMS' se incluye el linffoma T hepatoesplénico
como un nuevo subtipo de linfoma T. Es una neoplasia agresiva derivada de células
T citotdxicas, que en la mayoria de los casos expresan el receptor TCRyd. Desde el
punto de vista del fenotipo el linfoma T hepatoesplénico se caracteriza por
presentar un perfil superponible al de las expansiones clonales de linfocitos Tyd
tipo LLGG-Tyd CD3+, TCRyo+, CD2+ y CD7+ asociados a una expresion variable de
CD5 y CD8 y positividad generalmente débil (e incluso ausente) para enzimas
citotoxicas (granzima B y perforina) y CD56, en ausencia de CD94 y otros

receptores KIR.>"1?7?

5.2.8. Linfoma T subcutaneo tipo paniculitico

El linfoma T subcutdneo tipo paniculitico se asocia de forma caracteristica a
una expansion clonal de células T TCRaf+, CD8+, con fenotipo citotdxico y
expresion de BF1, en ausencia de CD56. Clinicamente se caracteriza por infiltrar el
tejido subcutaneo habitualmente en ausencia de diseminacidn periférica. En la
nueva clasificacion de la OMS* esta entidad queda excluida de los linfomas Tyd
cutaneos primarios.

5.2.9. Linfomas T/NK extranodal tipo nasal

El linfoma T/NK extranodal tipo nasal es una entidad rara en nuestro medio,

asociada en la mayoria de los casos a infeccién por virus de Epstein Barr (EBV).>”*

37> Histolégicamente se observa un infiltrado pleomdrfico en la lesién tumoral, con

destruccidn vascular y necrosis asociada.’’*?”

En cuanto al fenotipo, las células
neopldsicas muestran rasgos tipicos de células NK, tanto a nivel citoplasmatico
(TIA1+, granzima+, perforina+) como de membrana (CD56+, CD16+/-, CD2+, CD3-)

asociado o no a expresién de CD30 y CD7, generalmente en ausencia de
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reactividad para CD57, HLA-DR, CD25, CD95;%’**”” en una minoria de los casos se
observa un fenotipo de célula T citotdxica CD3+CD56+.

Los casos en los que se observa expresion de CD3 intracitoplasmatico en
ausencia de CD56 y que son EVB+, cy-granzima+ y cy-perforina+, se clasifican como
linfoma T/NK extranodal, y tienen un comportamiento clinico similar al de los
casos CD56+.>"8

5.2.10. Linfoma T asociado a enteropatia

En el linfoma T asociado a enteropatia tipicamente se detecta una expansién
de linfocitos T CD7+, CD3+/TCRaf+, que son negativos para CD4 y CDS8, o
presentan expresion débil de CD8.*37%38!

de esos pacientes co-expresen CD103 y presenten reactividad variable para C30+
1,3,379,380,382

Es tipico que las células T neoplasicas

en ausencia de CD5.

5.2.11. Linfoma T anaplasico de células grandes ALK+

El linfoma T anaplasico de células grandes ALK+ muestra un fenotipo
caracteristicamente CD30+, asociado a expresién variable de marcadores pan-T
como CD3, CD7, CD2 y CD5, asi como de €D25.%**3 Otros antigenos como EMA,
CD15, CD43, CD45 y CD45R0 pueden ser negativos o positivos, y suelen carecer de
CD68.7**® Caracteristicamente muestran expresion de la proteina ALK, asociada a
las translocaciones que involucran este gen en el cromosoma 2p23, siendo la mas
frecuente (84 % de los casos) la t(2;5)(p23;953), que resulta en la generacién de la

proteina quimérica NPM-ALK.?**

5.2.12. Linfoma T anaplasico de células grandes ALK-

A diferencia de lo que ocurre en el linfoma T anapldsico de células grandes
ALK+, estos linfomas T carecen, por definicién, de la expresion de ALK. Otras
caracteristicas como la positividad para CD30 y la pérdida de uno o varios
antigenos pan-T, son similares a los linfomas T anaplasicos de células grandes
ALK+. Son mas frecuentemente CD4 que CD8. Por el momento se trata de una
entidad provisional en la clasificacion de la OMS, con un prondstico claramente
peor que los casos ALK+."

5.2.13. Sindrome linfoproliferativo cronico de células NK
(SLPC-NK)

El SLPC-NK es el subgrupo de neoplasias de células NK maduras mas frecuente
en los paises occidentales. Esa categoria ha sido propuesta por la OMS en la ultima
clasificacion, en lugar de las entidades previamente llamadas «linfocitosis crénica
de células NK», «leucemia de linfocitos grandes granulares (LGG) NK» y
«leucemia/linfocitosis de LGG de células NK», entre otros, que incluian leucemias y
linfocitosis bajo un término comun.
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Las células NK de los SLPC-NK presentan un fenotipo de célula madura, similar
al de su contrapartida normal: CD16+, CD3-, CD7-, cy-granzima+ y cy-perforina+.
En funcién de la expresion de CD56 y CD2 pueden definirse tres subtipos de SLPC-
NK: 1) SLPC-NK de células CD56+CD2+; 2) expansiones NK CD56+CD2-y 3) SLPC-NK
CD2+CD56-/+%*" 385 E| primer subgrupo es el mds frecuente y representa
alrededor del 50 % de los casos; le sigue en frecuencia (40 %) el grupo con
expresion débil o negativa de CD56, mientras que los pacientes CD2-CD56+
representarian el subgrupo menos frecuente (<10 % de los casos).*®> Estudios
previos han demostrado el cardcter clonal de las expansiones NK con expresion

anormalmente baja o ausente de CD56 y CD2,**”

débil

aunque también se han descrito
casos con células NK CD56-/+ gue son policlonales. En estas neoplasias, la
expresion de CD94 y HLA-DR esta significativamente aumentada, y en general la

expresion de CD94 es homogénea.**®*®’

Aunque algunos autores han sugerido que
el patrén de expresidon de algunos receptores NK, como CD158, podria ser
diferente en las células NK neoplasicas y en las reactivas,®> estos hallazgos no se

han confirmado.38>388389

5.2.14. Leucemia agresiva de células NK

La leucemia agresiva de células NK es una entidad rara en nuestro medio.
Afecta principalmente a adultos jévenes, se asocia a infeccién por virus EBV y es de
mal prondstico.! Habitualmente cursa con hepato-esplenomegalia, adenopatias y

linfocitosis.3?93%

Se han descrito algunas anomalias cromosdmicas como
del(6)(q21g25) y deleciéon de 11q,>** pero no existe una alteracién genética
caracteristica. El fenotipo de las células tumorales muestra caracteristicas
superponibles a las células NK normales, con expresidn de proteinas citotoxicas en
citoplasma (TIA1+, cy-Granzima+, cy-Perforina+) y moléculas de membrana
caracteristicas de células NK maduras (CD56+, CD16+, CD7+, CD3-, CD8-6+),3%

siendo habitual la expresién de CD95 en ausencia de cD57.%%
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

El término de SLPC engloba un conjunto heterogéneo de hemopatias linfoides
malignas, originadas a partir de la expansidn clonal de células linfoides de aspecto
maduro, que presentan un bloqueo en su diferenciacién/maduracion.

Los SLPC-B forman el grupo de neoplasias hematoldgicas con mayor
prevalencia en los paises occidentales. Es fundamental por tanto, poder disponer
de técnicas eficaces para su identificacion, tanto para establecer un diagndstico
precoz como para una buena estadificacidén diagndstica y un seguimiento posterior
de la enfermedad.

El diagndstico de los SLPC-B se basa tradicionalmente, casi de forma exclusiva,
en técnicas citomorfoldgicas e histopatoldgicas convencionales, integradas con
informacidn clinica extraida de la anamnesis y exploracion fisica del paciente. De
forma aislada estas técnicas tienen una especificidad y sensibilidad limitada, tanto
para detectar la presencia de enfermedad como para definir el subtipo diagndstico
concreto de la enfermedad.

Durante los ultimos anos se han ido incorporando de forma progresiva técnicas
inmunofenotipicas, genéticas y moleculares al diagndstico y clasificacidon de los
SLPC, asi como para otras patologias hematoldgicas. La OMS en este sentido
apuesta por una aproximacién multiparamétrica, combinando técnicas
morfoldgicas, inmunofenotipicas, genéticas y moleculares, para el diagndstico y
clasificacién de estos procesos.

La CMF multiparamétrica es una herramienta util en el estudio diagndstico y
para el seguimiento de distintas patologias hematoldgicas, como se ha
demostrado en los ultimos anos. El analisis inmunofenotipico por CMF podria
contribuir a mejorar la eficiencia de los métodos de rastreo diagndstico
tradicionales. Se ha objetivado una clara superioridad de la CMF respecto a la
citologia convencional (en términos sobre todo de sensibilidad) a la hora de
detectar células B patoldgicas/clonales en muestras de SP de sujetos con
linfocitosis absoluta y/o relativa, en muestras de MO en estudios de extensién y en
muestras de LCR de pacientes con SLPC-B con sospecha de infiltracion
leptomeningea. Del mismo modo, trabajos recientes han mostrado la utilidad de la
CMF (respecto a la citologia convencional) en el estudio de muestras de tejido
linfoide obtenidas mediante PAAF,'®®
los SLPC-B y T, y en la clasificacion de los linfomas en los distintos subgrupos

su potencial papel en el diagndstico inicial de

diagndsticos establecidos por la OMS.! Hasta el momento actual, sin embargo, el
analisis histolégico/inmunohistoquimico realizado sobre tejido de biopsia es la
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técnica considerada de referencia, asi como la muestra de BO para determinar una
posible infiltracién medular a la hora de determinar estadio diagndstico.

El analisis inmunofenotipico por CMF como herramienta de utilidad en la
clasificacién de los SLPC-B y T (incluyendo linfomas) tiene a su favor la existencia
de perfiles fenotipicos caracteristicos de cada una de las distintas entidades. Pero
debemos tener en cuenta que existe un grado relevante de solapamiento entre las
diferentes categorias diagnosticas, lo que hace que el estudio de inmunofenotipo
mediante CMF pierda peso respecto a otros criterios y herramientas diagndsticas.
Es posible que sea necesario disponer de marcadores adicionales capaces de
diferenciar de forma mas eficaz las células normales de las neopldsicas, y de
nuevas estrategias de andlisis que faciliten una evaluacién mas objetiva.

Nuestra hipdtesis se plantea para demostrar la utilidad de la CMF en la
evaluacién de la infiltraciéon de la MO en los LNH, y apoyar su incorporacion como
método de rutina en los laboratorios clinicos en los estudios de estadificaciéon de
los LNH. Por otro lado, nos planteamos valorar en la era de la CMF, si es necesaria
o no la realizacién de BOB, ya que otros métodos diagndsticos en la actualidad
aportan mayor sensibilidad para deteccién de infiltracion medular. Ademas,
creemos que la CMF puede tener un papel relevante en el estudio de los SLPC
CD5+ no LLC, tanto como ayuda para predecir la existencia de la alteracion
molecular caracteristica de los LCM, como discriminando entre formas agresivas e
indolentes.

A raiz de todo lo expuesto, en el presente trabajo nos planteamos tres
objetivos principales:

1. Evaluar el valor del estudio simultdneo de MO mediante CMF y BO en
pacientes con LNH: correlacion del diagnéstico histoldgico y el tipo de
infiltracion.

2. Analizar el valor de la BOB en la era de la CMF, como técnica de analisis de
rutina en la estadificacion de los LNH, y su aportacién comparada con el
empleo simultaneo de la BOU y la CMF.

3. ldentificar y describir las caracteristicas fenotipicas de SLPC CD19+CD5+
(no-LLC) en relacidn con alteraciones moleculares subyacentes (bcl-1;
t(11;14)), asi como identificar pacientes con diferente comportamiento
clinico (indolente vs agresivo).
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DISCUSION

El estudio histolégico de BO se considera, hasta el momento actual, como
obligatorio para establecer el estadio de los linfomas al diagnodstico, para el
seguimiento de la respuesta a tratamiento y para una nueva estadificacion en caso
de recaida. Nos proporciona informacion critica para la evaluacién prondstica y
para el planteamiento terapéutico.'%®*%%4%>

Tradicionalmente, la infiltracién de MO se evalia mediante estudio histoldgico
de muestra de BO, extraida generalmente mediante puncidn de cresta iliaca
posterior. Esta estrategia analitica ha sido la que se ha tenido en cuenta hasta el
momento para establecer el estadio clinico en la mayoria de los indices

108,109 gin embargo, en la

prondsticos de los linfomas (por ejemplo IPI, FLIPI, etc.).
actualidad existen técnicas de andlisis con mayor sensibilidad, como el estudio de
inmunofenotipo por CMF y los estudios de BM, que tienen un papel muy
importante en la evaluacién de muestras de MO, y que pueden permitir una mejor
caracterizacion y estadificacion de los pacientes con LNH, con posible implicacion
pronodstica afiadida. Por este motivo, el objetivo principal de este trabajo de tesis
doctoral es el analisis critico del valor de la CMF para el estudio de la infiltracion

linfomatosa de la MO.

En primer lugar, presentamos una revision de larga serie de casos (n=494)
estudiados simultaneamente por estas técnicas, en el contexto del estudio de
extension de los LNH, con el fin de evaluar el impacto del empleo de la CMF en el
estudio de la MO para valorar infiltracion linfomatosa, y compararlo con los
resultados del estudio histoldgico de la BO.

Actualmente, el diagndstico y la clasificacién de las neoplasias linfoides, se
basa en la utilizacion de un amplio conjunto de informacién aportada por
diferentes técnicas, para encuadrar un caso concreto en una categoria diagndstica
de la OMS.! De este modo, no solo se tienen en cuenta el cuadro clinico del
paciente, las caracteristicas morfoldgicas de las células y su patrén de distribucion
tisular, sino también el perfil inmunofenotipico y las alteraciones
genéticas/moleculares de las células tumorales.

En lo que respecta a los estudios inmunofenotipicos, su incorporacion y
empleo rutinario en el estudio de los sindromes linfoproliferativos ha sido posible
gracias a los avances alcanzados en instrumentos de medicion y a la posibilidad de
realizar marcajes simultdneos con multiples anticuerpos. Con ello, se ha
comprobado que la aplicacion sistematica de los estudios inmunofenotipicos
resulta de gran utilidad, tanto en el diagndstico de clonalidad, como en la
caracterizacion fenotipica de los sindromes linfoproliferativos dirigida a su
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clasificacién. En general, hay acuerdo unanime al considerar que la CMF es una
técnica sensible, especifica, fiable y reproducible para la identificacién de células
linfoides aberrantes/clonales, al menos cuando se aplica a muestras
convencionales de SP y MO, siendo su eficiencia claramente superior a la de las
d'123,125 y

Sin embargo, su uso en rutina para la

técnicas morfoldgicas a la hora de establecer el diagndstico de clonalida
para detectar EMR.132'146'395_397'406_409
estadificacion de linfomas no esta establecido, aunque se realiza de forma paralela
al estudio histoldgico de infiltracién medular en muchos centros. El nUmero de
publicaciones existentes evaluando su papel en comparacién con la histologia de
BO es limitado y hay muy poca informacion en cuanto a su impacto
prondstico. #1722

La mayor parte de los datos publicados hasta la actualidad, muestran una alta
tasa de concordancia entre los estudios de histologia de BO y de inmunofenotipo

por CMF en la estadificacion de LNH,**"*7**° aunque se describe la existencia de

%.141,151,216—220,410—417 Estas diferencias

valores discrepantes en un rango del 5 al 32
pueden explicarse, al menos en parte, por el uso de distintas técnicas de analisis
(con uso de 3 a 6 fluorescencias simultaneas en el estudio de inmunofenotipo,
diferentes estrategias de analisis, o bien por diferente longitud en el tamafio de las
muestras de BO). Esto hace evidente la necesidad de nuevos estudios que
clarifiguen la naturaleza de estas discrepancias. En el estudio comparativo que
planteamos en nuestro primer objetivo, con uso de 4 fluorescencias, detectamos
un 20 % de discrepancias entre el estudio histolégico de la BO y el estudio
inmunofenotipico por CMF, y un 80 % de casos concordantes, de acuerdo con lo

141216415416 £ puestra serie, la

previamente descrito por otros autores.
distribucién de estos casos discrepantes fue similar entre casos BO+CMF- (42 %) y
BO-CMF+ (58 %), con una ligera ventaja hacia el estudio de inmunofenotipo por

CMF.

El uso de la CMF en nuestra serie, permitio detectar infiltracidn medular en un
12 % de los casos aparentemente no infiltrados por el estudio histoldgico, lo que
puede ser importante para la evaluacion prondstica de pacientes con linfoma.

Se debe tener en cuenta la gran sensibilidad de la CMF, especialmente cuando
se consiguen combinar 4 o mas fluorescencias; en este sentido, cuando el estudio
de inmunofenotipo por CMF se realiza con menos de 4 colores de fluorescencia, la
218,219,414,417,418 y Ia
distribucién de BO+CMF- y BO-CMF+ entre los casos discordantes va a favor de la
histologl'a de BO.218'219'410'414'417_419
inmunofenotipico se utilizan cuatro o mas colores de fluorescencia, la distribucién
de casos discordantes BO+CMF- y BO-CMF+ es casi equitativa,”*® o incluso

capacidad de deteccion de infiltracion medular es menor,

Sin embargo, cuando en el estudio

favorable para la CMF,®¥?2%#11412 |5 que evidencia la gran importancia de realizar
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una técnica de calidad. Por este hecho es por lo que se han ido incorporando a los
laboratorios asistenciales citdmetros de seis y ocho colores,**° con una sensibilidad
mucho mayor, que permitiran en un futuro préximo, una mejor identificacién de la
infiltracién medular en pacientes con linfoma de Hodgkin. En ese sentido, el grupo
Euroflow (EuroFlow Consortium EU-FP6 LSHB-CT) esta trabajando en el desarrollo
de estrategias diagndsticas para estandarizar los estudios de CMF, asi como para
establecer prondstico o establecer la respuesta a tratamiento en distintas

409420421 Ecto  implicara una identificacion y

patologias hematoldgicas.
caracterizacion inmunofenotipica de células neopldsicas mas robusta, sensible y

estandarizada.

Sabemos que la frecuencia de infiltracién medular depende, entre otros
factores, del tipo histolégico del linfoma' y del mismo modo, encontramos que la
distribucién entre casos BO+CMF- y BO-CMF+ también difiere en funcion del tipo
histolégico de linfoma y su patrén de infiltracion.

En nuestra serie de casos, las discrepancias fueron mds frecuentes en los
linfomas T/NK (33 %), seguidas de los LZME (23 %), LCM (20 %), LF (17 %) vy los
LBDCG (15 %). A pesar de que no se dispone de informacién en la literatura sobre

los linfomas T/NK, si han sido descritas discrepancias entre BO y CMF en todos los

141,216,217,219,220,410

tipos de LNH-B con resultados heterogéneos. Algunas series

151,411 217,410
y LF

muestran menor porcentaje de discrepancia en LCM mientras otros

141,412,417
#2477 En cuanto a los casos

describen mayor frecuencia de discrepancia en LF.
discrepantes, si nos centramos en la distribucion entre BO+CMF- y BO-CMF+, en
nuestra serie la CMF fue mas sensible en los linfomas T/NK, LCM y LBDCG, y por el
contrario, la BO fue mas sensible en LF, existia tendencia a mayor sensibilidad en
el caso de los LLP, sin encontrar diferencias en el caso de los LZME. Aunque hay
poca informacién al respecto, de acuerdo con nuestros resultados el LCM fue el
tipo de linfoma con resultados mas homogéneos mostrando la CMF como técnica

151220411 £py o] caso del LF

mas sensible para la deteccion de infiltracion medular.
también hay poca informacién disponible, pero en nuestra serie, al igual que en
otras publicadas, se muestra que si hay discrepancias habitualmente evidencian
mayor sensibilidad para el estudio de BO en comparacién con Ila

CMF;212410412418417 gin embargo, no toda la informacion publicada hasta el

217,220 En | caso particular del LF, la elevada sensibilidad

momento lo confirma.
descrita a favor de la BO puede estar condicionada por el patrén de infiltracion
medular en este tipo de linfoma, habitualmente paratrabecular/intertrabecular, y
la fibrosis tipica de los LF lo que puede hacer mas dificil la obtencidon de un
aspirado medular de buena calidad para el estudio de CMF. En los casos de LBDCG
se ha descrito un mayor numero de casos discrepantes con resultado favorable
para la CMF como en nuestra serie,”t’ aunque otros autores no describen

216,220 219,410,412

diferencias y alguno refiere mejores resultados del estudio de BO. n
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los casos discrepantes de LZME, no encontramos diferencias entre casos BO+CMF-
y BO-CMF+ al igual que describen algunos autores,*'* sin embargo hay trabajos

que muestran resultados favorables para la CMF**° 219,418,419 p

y otros para la BO.
partir de todo esto, vemos que tanto la CMF como el estudio histolégico de BO son
técnicas muy importantes para detectar infiltracion medular en todos los tipos de

linfoma y que la informacion que aportan puede considerarse complementaria.

Como habiamos sefalado anteriormente en el caso concreto de los LF, parece
razonable pensar que el patron de infiltracion medular puede afectar a la
deteccion de infiltracidon linfomatosa por cada una de las técnicas. De este modo
vemos como el patron de infiltracién parcheada de los casos descritos como
infiltrado intertrabecular de algunos linfomas puede dar lugar a aspirados de
sangre medular libres de células patolégicas, responsable de la gran mayoria de
casos BO+CMF-. Tal y como cabia esperar, nuestros resultados mostraron una
concordancia total entre CMF y BO en los casos con infiltracion difusa, pero una
menor sensibilidad de la CMF cuando la infiltracién seguia patrén nodular o

intersticial, en la linea de lo que se describe hasta el momento en la literatura.”*®
220,412,417

Por otro lado, sabemos que la evaluacidn histoldgica de la BO en ocasiones
puede ser dificil, dada la presencia de agregados linfoides que pueden presentarse

.#22423 Dos pequefios estudios®*”’*'® han mostrado que la CMF puede

en MO norma
identificar infiltracion linfomatosa en estos casos, donde, de acuerdo con nuestros
resultados, se muestra un 20 % mads de casos con MO infiltrada en los que la
histologia de BO mostraba agregados linfoides inespecificos, reforzando en este

sentido la importancia de realizar estudio de CMF para la estadificaciéon de LNH.

Una cuestion crucial en los casos discrepantes BO-CMF+, donde hay un nivel de
infiltracién muy bajo, es saber si esto tiene la misma relevancia clinica y prondstica
qgue en los casos que se muestra clara infiltracién por BO. A pesar de que se ha
sugerido que los casos BO-CMF+ y los casos BO-CMF- no difieren en cuanto a su
comportamiento clinico,****° datos mas recientes de series largas de pacientes
muestran que la positividad de la CMF, aunque sea de forma aislada en las
muestras de aspirado de MO, se asocia frecuentemente con enfermedad
recurrente o bien con recaida.*!! Recientemente Talaulikar et al.”*® han revisado el
modelo de IPl en LBDCG de acuerdo con la deteccidn de infiltracion medular por
estudio de inmunofenotipo, mostrando que esta aproximaciéon da lugar a una
mejor diferenciaciéon de categorias IPlI y concluyen, que la mejoria en la
estadificacion de infiltracién de MO con el uso de CMF e inmunohistoquimica,
mejora el valor predictivo del IPIl, y que debe realizarse el estudio por CMF de
forma rutinaria en todos los casos de LBDCG. Ademas, la evidencia del impacto

100



Lucia Lépez-Anglada Ferndndez Discusion

prondstico negativo de una enfermedad minima residual detectable en MO tras

151,408,411,424

tratamiento en SLP, respalda estos resultados.

En este primer apartado, por tanto, hemos objetivado que la combinacion de
CMF junto al estudio histolégico de BO muestra una interpretacién mas real del
estado del infiltracion de la MO en LNH, ya que ambos procedimientos
proporcionan informacidn complementaria, lo que hace interesante que se
apliqguen conjuntamente de forma rutinaria en los estudios de extension de LNH.
Sin embargo con nuestra serie, debido al bajo nimero de casos y a la
heterogeneidad histoldgica del grupo de linfomas estudiados, no podemos dar
conclusiones definitivas. Estos resultados preliminares aconsejan realizar mas
estudios para poder conocer con precision el valor de la CMF, y ver si ambas
técnicas son o no complementarias, o bien si la BO puede ser sustituida por la
CMF, asi como confirmar su implicacidon prondstica.

En relacién con esta primera observacién, desarrollamos nuestro segundo
objetivo, en el que nos planteamos si el hecho de realizar multiple toma de biopsia
al diagndstico (BOB), procedimiento que se llevaba a cabo en nuestro centro de
forma habitual en casos indicados, resulta mas rentable que una Unica biopsia y
gué papel podria tener este procedimiento de doble toma en la era de la CMF.

En nuestra serie de casos (n=105) observamos una concordancia entre ambas
muestras de biopsia estudiadas por histologia del 91 %, con concordancia negativa
(BO-BO-) en el 73 % de casos y concordancia positiva (BO+BO+) en el 18 % de los
casos, encontrando discrepancia de resultados entre ambas biopsias (BO-BO+) en
un 9% de los casos. Por tanto, el uso de doble toma de muestra, sin técnicas
complementarias, conseguia detectar infiltracién en un 9 % mas de casos que una

toma Unica.’%?*?

En este contexto, el uso del estudio inmunofenotipico por CMF
de la muestra de aspirado de sangre medular, obtenida del primer punto de
puncion, consiguié detectar infiltracidon en el 66 % (6/9) de los casos dados como
no infiltrados por ambas biopsias. De este modo, el uso de la CMF reduce el
impacto de realizar una segunda biopsia a solo un 3 % de casos que se habrian
considerado negativos realizando una uUnica toma de biopsia. El estudio de CMF
ademas permitié detectar infiltracién en un 13 % (10/77) de casos considerados
como negativos por ambas biopsias, permitiendo por tanto detectar un grupo de
pacientes con infiltracion medular que no habrian sido detectados con la doble
toma de muestra de biopsia. Sin embargo, dentro de los casos con doble muestra
positiva para infiltracién medular, la CMF no detecté infiltracidon en un 2 % (3/105)
de casos de la serie total. Este hecho podria explicarse, al menos en parte, porque
la BO obtiene informacion sobre un drea mas amplia de la MO, mientras que los
resultados de CMF pueden estar condicionados por el lugar concreto de puncién
del aspirado medular, que en algunos tipos de patréon de infiltracién puede
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favorecer un resultado falsamente negativo.”*>**

El patron de infiltracion medular
en cada uno de estos tres casos BO+BO+CMF- fue nodular, intersticial y mixto,
acorde con lo que habiamos observado en el desarrollo de nuestro primer

objetivo.

Por otro lado, cuando nos centramos en el porcentaje de infiltracion detectado
por CMF, confirmamos que era menor en los casos BO- BO- CMF+ (10/77), con una
mediana de 0,86 (media £DS de 2,15 %+2,8), mientras que en los casos BO- BO+
CMF+ (n=6) y BO+ BO+ CMF+ (n=15) la mediana aumentaba a un 2,7 % (media DS
de 59% +6,4)y 2,9% (media DS de 14,86 + 22.29), respectivamente. Por tanto,
como cabia esperar, los casos que mostraron infiltracion histolégica de BO,
aunque fuese detectado solo en una de las dos muestras histoldgicas, presentaban
mayor grado de infiltracién por CMF que aquellos que sélo se detectaron por CMF,
lo que demuestra una mayor sensibilidad de esta técnica cuando el grado de
infiltracién es bajo. Ademas podriamos plantear, basandonos en estos resultados,
que cuando la deteccidn de infiltracion por CMF es >2 % podria sugerirse como
infiltrada por BO (ya que la probabilidad de que la 22 BO tenga un resultado
positivo es muy alta).

De acuerdo con nuestros resultados, con el desarrollo de este segundo
objetivo vemos como el uso simultdaneo del estudio histolégico de BO y de CMF
mejora la deteccidén de infiltracién medular en la estadificacion de LNH, haciendo
innecesaria la toma de doble muestra de biopsia, con las complicaciones, costes y
molestias para el paciente que esto implica. Cabe sefialar ademas, que la reciente
incorporacion a los laboratorios clinicos de nuevos citdmetros de flujo de hasta 8
colores, permitira incrementar la sensibilidad de la técnica, mejorando también la
caracterizacion del linfocito clonal.

Finalmente, nos planteamos el tercer objetivo dada la alta frecuencia de
deteccion de SLP diagnosticados por estudio rutinario de linfocitosis persistente
CD19+CD5+, que no correspondian a LLC, y que frecuentemente, presentan
fenotipo compatible con LCM. El interés fundamental era evaluar sus
caracteristicas y comportamiento clinico, en funcidn de los hallazgos del
laboratorio clinico-asistencial, ya que los SLP-B con expresion de CD5+ engloban un

grupo heterogéneos de enfermedades.’****’

338

Excluyendo la LLC, la siguiente
patologia mas frecuente es el LCM.™ Sin embargo, sabemos que el diagndstico no
puede estar basado exclusivamente en datos de fenotipo, dado que existen
variaciones de fenotipo descritas en mas de un 40 % de los LCM.”®>**> En cuanto a
lo que se refiere a la expresidon de CD23, algunos datos sugieren que los LCM con
CD23+ presentan un comportamiento mas leucémico®** y menos agresivo que los
CD23-.?® En nuestra serie de casos, seleccionados por positividad para CD19 CD5,

independientemente del comportamiento clinico, un 72 % (86/120) presentaban
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CD23- y un 28 %(34/120) eran CD23+. El 43 % (52/121) de nuestros pacientes
presentaba un comportamiento clinico leucémico y un 57 %(69/121) un
comportamiento mas linfomatoso; en relaciéon con su comportamiento clinico, un
40 %(20/51) de los casos con comportamiento leucémico era CD23+ y un 60 %
(31/51) CD23-, y en los de comportamiento mas linfomatoso, la distribucién era
20 %(14/69) CD23+ y 80 %(55/69) CD23-; por ello, si podriamos considerar que
entra dentro de lo descrito, siendo relativamente mas frecuente cuando se da, la
expresion de CD23+ en los casos de LCM con comportamiento mas leucémico.

Aunque se indica estudio de biopsia ganglionar para el diagndstico de LCM
(definido histolégicamente por sobreexpresién de ciclina D1),* en ocasiones puede
no ser posible disponer de este tejido, dada la forma clinica de presentacién del

282427 5 pien cuando nos

linfoma (con esplenomegalia o bien leucémica),
encontramos con un paciente de avanzada edad, siendo fundamental en estos
casos, basar el diagndstico en un estudio combinado de morfologia,
inmunofenotipo y en la deteccion de t(11;14), bien en células de SP o en aspirado

medular.

Obviamente, determinar la presencia de ciclina D1 es mas complicado en las
células circulantes de SP, dado que no disponemos de un marcador adecuado para
detectar su expresién por CMF, y dadas las limitaciones evidentes para su estudio
por inmunohistoquimica al tratarse de un tejido liquido. Por ello, nos planteamos
revisar en nuestro laboratorio dentro de esta serie de casos, qué técnica es la mas
adecuada para detectar la presencia de t(11;14) en funcion de los estudios
disponibles en rutina, y tal y como ya se ha descrito previamente, resultd ser la
técnica de FISH.**®

realizar estudio de t(11;14)/bcl-1 por BM (PCR), para completar un estudio con alta

En relacidon con nuestros resultados, podriamos considerar el

sospecha de LCM en el que tengamos un resultado negativo por FISH, aunque
sabemos que no es un procedimiento tan util dadas las limitaciones técnicas.””
Aun asi, debemos tener en cuenta que un resultado negativo de t(11;14) no
significa que no nos encontremos ante un posible LCM, ya que se han descrito
casos de LCM negativos para el estudio convencional de t(11;14).**

En nuestra serie, la t(11;14) resulto positiva en el 50 % de los casos (61/121) al
menos por una de las tres técnicas (cariotipo, FISH y/o BM). Segln lo descrito
hasta el momento actual, los casos de LCM ciclina D1 negativo son clinicamente

429430 E| reconocimiento de los LCM ciclina D1

similares a los ciclina D1 positivos.
negativos resulta realmente complicada dado que morfolégicamente se asemejan
a otros linfomas B de célula pequeia, y su fenotipo se puede solapar. De acuerdo
con nuestros hallazgos, la mayoria de los casos con t(11;14) positiva (n=61)

presentaba un comportamiento mas linfomatoso (47/61) en relacidn a los casos
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t(11,14) negativos (n=60) y no encontramos diferencias significativas en cuanto a
282

la agresividad en funciéon de la presencia o ausencia de t(11;14).

Hasta el momento actual, no se conocen con claridad los mecanismos
responsables del comportamiento mas agresivo o mas indolente de los LCM,
aungue existen estudios que comparan casos de enfermedad indolente no nodal y
casos clasicos de LCM, que muestran ciertas diferencias gendmicas, como la
pérdida de 8p, que es mucho mas comun en los LCM leucémicos,*** asi como una
menor frecuencia de cariotipos complejos asociados a la t(11;14). También se
describe la presencia de hipermutacion IGHV en los casos leucémicos, que sugiere
un origen celular con fuerte influencia del microambiente centro-germinal, a
diferencia del LCM convencional, en el que es menos frecuente que se dé
mutacion de IHGV.*?

hipermutacién de IGHV estaba disponible solo en un 15% de los casos estudiados,

Sin embargo, en este sentido, el estudio del estado de

por lo que no disponemos de datos suficientes para establecer resultados
concluyentes en este sentido, pero observamos tendencia a una mayor presencia
de hipermutacién IGHV en los casos con presentacion leucémica (54% de casos
mutados), a diferencia de los casos con comportamiento de LNH (40% de casos
mutados).

Por otro lado la variante blastica del LCM se considera que representa una

posible transformacién de una forma cldsica de LCM,***

y como rasgo diferencial,
muestra alto indice mitdtico con frecuente cariotipo complejo y una importante
inestabilidad gendmica, aunque a pesar de esto, no existen en el momento actual

test moleculares especificos que nos permitan identificarlos.

Reconocer qué LCM presentara un comportamiento indolente y diferenciarlo
de otros SLP CD5+ cuando la t(11;14) no estd presente, es dificil, pero la
combinacidn de aspectos clinicos y bioldgicos puede ser de gran utilidad para su
identificacion. Consecuentemente, las decisiones terapéuticas deben estar
basadas en el comportamiento clinico, la situacidn del paciente, el diagndstico
histoldgico y su estudio genético/molecular.

Debemos tener en cuenta la alta variabilidad genética responsable de la
patogénesis de los LCM t(11;14) negativos, que implican una dificultad afiadida
para reconocerlos adecuadamente. Aunque en ocasiones es posible establecer un
diagndstico certero con muestras tisulares extranodales, recomendamos que
todos los pacientes, siempre que sea posible, se diagnostiquen por biopsia tisular
adecuada para establecer un diagndstico definitivo previo a inicio de tratamiento.
Como técnica complementaria, la FISH es la mas adecuada en el estudio de
t(11;14) como ya se ha descrito, aunque estudios complementarios por BM
pueden ser necesarios cuando la sospecha es alta y el resultado de FISH es
negativo. A pesar de que casos con fenotipo CD5+ compatibles con LCM se
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detectan con frecuencia en el laboratorio clinico-asistencial, la t(11,14) (g13;932)
se detecta en un 50 % de pacientes segln nuestra serie, y tanto los casos t(11,14)
positivos como los negativos, pueden presentar un comportamiento indolente o
agresivo, requiriendo en el segundo caso, un inicio precoz de tratamiento.
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CONCLUSIONES

En relacion con el valor del estudio simultdneo de MO mediante
CMF y BO en pacientes con LNH:

La CMF muestra alta concordancia con la citologia y la histologia en el
diagnodstico de infiltracion linfomatosa de MO. Ademas, la informacion que
proporciona es complementaria y mejora la capacidad diagndstica de ambos
métodos convencionales. Nuestros datos apoyan el uso sistematico de la CMF
en el diagndstico inicial y en la evaluacion pos-tratamiento para la
estadificacion de linfomas a la hora de establecer infiltracion medular.

La CMF detecta, especialmente en algunos subtipos histoldgicos de linfoma, un
subgrupo de pacientes con infiltracién medular en los que la BO es negativa.
Sin embargo, para poder establecer el valor prondstico de la infiltracion
medular en los casos BO- CMF+, se requiere confirmacion con estudios que
incluyan un mayor numero de casos que hayan sido tratados de forma
homogénea.

En relacion con el valor de la BOB en la era de la CMF, como técnica
de andlisis de rutina en la estadificacion de los LNH, y su aportacion
comparada con el empleo simultdneo de la BOU y la CMF:

El empleo simultaneo de la CMF y BOU permite mejorar de forma significativa
el rendimiento del estudio de estadificacion de los LNH, haciendo no rentable
realizar BOB, dadas las complicaciones, costes y molestias para el paciente que
esto implica.

La deteccidon de mas de un 2% de células clonales mediante CMF de cuatro
colores se correlaciona, casi siempre (81% de los casos), con infiltracion
linfomatosa por histologia. Sin embargo, niveles inferiores de enfermedad
(<2%) presentan un grado de positividad histolégica menor (56%).

En relacioén los sindromes linfoproliferativos crénicos CD5+ no LLC,
con fenotipo compatible con linfoma del manto:

En nuestra serie de casos solo el 50% de los pacientes con fenotipo de Linfoma
del Manto presentan la t(11;14) (q13;932) y su presencia no se correlaciona
con el curso indolente o agresivo de la enfermedad.

Confirmamos que la FISH es la técnica mds adecuada para el estudio de
t(11;14)(g13;932), aunque estudios complementarios por BM pueden ser de
utilidad cuando la sospecha de LCM es alta y el resultado de FISH es negativo
(=10%; 5/61).
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