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Editorial

Comité organizador del GELP

Estimados compaifieros:

Es un honor para nosotros daros la bienvenida a este nimero especial de la revista de
la AVHH con motivo del X aniversario de la constitucion del Grupo de Estudio de
Enfermedades Linfoproliferativas de la Comunidad Valenciana y Murcia, mas
conocido como GELP. Nuestros esfuerzos en la organizacion de esta celebracion han
desembocado en una reunion de indudable interés cientifico en la que esperamos poder
contar con una buena parte del mundo hematoldogico de la Comunidad Valenciana y
Murcia.

El GELP naci6 como fruto del interés por compartir experiencias de trabajo y
conocimientos entre los hematdlogos que trabajaban activamente en el area de los
diversos sindromes linfoproliferativos en nuestro ambito regional. A través de estos 10
afios el grupo ha ido creciendo y actualmente son 27 los hospitales que participan
regularmente en sus reuniones semestrales. El objetivo principal del grupo continta
siendo fomentar la participacion activa y la transmision de experiencias de trabajo que
permitan mejorar la atencién de nuestros pacientes. Consecuencia de ello ha sido el
disefio y realizacion de diversos estudios cooperativos, algunos de los cuales han sido
comunicados en los congresos de la especialidad de ambito nacional e internacional.
También, a lo largo de estos aflos hemos consensuado algoritmos diagnosticos y
terapéuticos para algunas entidades, como la Leucemia Linfocitica Cronica.

Un objetivo que nos hemos propuesto en las sucesivas reuniones ha sido ampliar
nuestros conocimientos con aportaciones de profesionales de areas distintas a la
Hematologia, que pudieran transmitirnos puntos de vista complementarios a lo que
habitualmente supone nuestra especialidad. Asi, hemos tenido el placer de contar con
médicos especialistas de Anatomia Patologica, Medicina Nuclear, Enfermedades
Infecciosas, Medicina Preventiva, Ginecologia y Reproduccion Humana, Radiologia y
Dermatologia. A todos ellos queremos agradecer desde aqui su inestimable
colaboracion en las reuniones del grupo. En el mismo sentido, creemos que la
participacion activa de nuestros compaileros de Anatomia Patologica debe seguir
creciendo y por eso hemos considerado indispensable su presencia en esta reunion;
para ello hemos incorporado dos conferencias de indole educacional, que aborden
aspectos diagnosticos y terapéuticos, a cargo de profesionales de reconocido prestigio
internacional. También hemos querido reconocer las mejores experiencias
comunicadas en forma de caso clinico con dos premios a las dos mejores
comunicaciones. En nuestro animo esta que sea punto de partida para la elaboracion de
futuros proyectos de colaboracion tanto asistenciales como cientificos. En este niimero
se recogen los casos clinicos comunicados y cinco articulos de revision de aspectos
diagnésticos y terapéuticos de los sindromes linfoproliferativos.

Por tltimo, queremos dar las gracias a todos los miembros del GELP por su
participacion en las reuniones y trabajos del grupo por todo el enriquecimiento
profesional y personal que ello supone y animaros, en especial, a las generaciones mas
jovenes interesadas en “el linfocito neoplasico” a seguir creciendo con las aportaciones
de todos.

Os esperamos en Dénia,

Comité Organizador del GELP

@CELP

GRUPO ESTUDIO LINFOPROLIFERATIVOS -DENIA

AVHH
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Avances en la biologia de la leucemia linfocitica cronica

R. Andreu, S. Romero, E. Such, M. Arnao, . Jarque.
Hospital Universitario y Politécnico La Fe. Valencia.

Introduccion

La leucemia linfocitica cronica (LLC) es la leucemia mas frecuente en el mundo
occidental. La mediana de edad al diagndstico es de aproximadamente 70 afios,
con un predominio de hombres (1,7:1). La incidencia en paises occidentales es
de 4 casos por 100.000 habitantes y afio, pero su incidencia se incrementa
progresivamente con la edad y en mayores de 65 afios es de mas de 13 casos por
100.000 habitantes y afio. Existe, por otro lado, una importante diferencia
geogriéfica en la incidencia de la enfermedad, debida probablemente a factores
genéticos y ambientales no bien conocidos, asi como una agrupacion familiar.!

Patogenia

La LLC se produce por una proliferacion monoclonal de linfocitos B
maduros, de morfologia y fenotipo caracteristicos, que se acumulan en
organos linfoides primarios y secundarios dando lugar a las
manifestaciones clinicas tipicas.

Desde finales de los afios 90 se conoce la existencia de dos subtipos de
la enfermedad, definidos por la presencia o ausencia de mutaciones
somaticas en los genes que codifican las regiones hipervariables de las
cadenas pesadas de inmunoglobulinas (IgVh), y conocidas como formas
mutadas (LLCm) y no mutadas (LLCu). La presencia de dichas
mutaciones es el resultado de la maduracion del linfocito B en los
procesos regulados por el centro germinal del ganglio linfatico.? Sin
embargo, la patogenia de la LLC y el desarrollo de las células
neoplasicas son procesos mucho mas complejos, no solo definidos por
el origen celular sino condicionados también por la interaccion con el
microambiente, la estimulacion del receptor de la célula B (BCR) y la
aparicion de lesiones citogenéticas y moleculares.

Célula de origen

La identificacion de la célula de origen sigue generado controversia hoy
en dia. Aunque inicialmente se consider6 que la contrapartida normal de
la célula de la LLC debia corresponder a un linfocito B sin especificidad
antigénica adquirida, el descubrimiento de dos formas de la enfermedad
con distinto perfil clinico y evolutivo hizo dudar de si el origen celular
era comin o cada una de ellas derivaba de una célula distinta. Los
modelos mas recientes, basados en perfiles de expresion génica,
sugieren que las LLCm derivan de células B memoria CD5+/CD27+
que sufren un proceso de diferenciacion mediado por linfocitos T a
través del centro germinal del ganglio linfatico, mientras que las LLCu
proceden de células B CD5+/CD27- de fenotipo mas similar a las
células B naive y cuyo proceso de estimulacion antigénica es
independiente del centro germinal.?

Un hallazgo revolucionario en este campo es el descubrimiento de que
la lesién original parece producirse en células precursoras
hematopoyéticas (CPH), que dan lugar a una hematopoyesis con
predisposicion a desarrollar la enfermedad. Asi, al infundir a ratones
inmunodeficientes CPH de pacientes con LLC se encontrdé que éstas
eran capaces de proliferar y generar precursores linfoides B
policlonales. Sin embargo, los linfocitos B que se diferenciaban
expresaban en su mayoria un fenotipo similar a las células de la LLC
original y un reordenamiento del gen de inmunoglobulinas mono u
oligoclonal, configurando de esta forma un cuadro similar al de la
linfocitosis B monoclonal (LBM). De forma llamativa, estos linfocitos
B maduros no habian desarrollado las alteraciones citogenéticas que se

Los avances en el conocimiento de la patogenia han hecho posible desarrollar
nuevos farmacos muy eficaces en el tratamiento de la enfermedad que estan
cambiando la aproximacién terapéutica a estos pacientes. El objetivo de la
presente revision es resumir las principales novedades en la biologia de la LLC,
fundamentalmente aquellos aspectos genéticos y moleculares que pueden tener
una implicacién en el manejo clinico de los pacientes.
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Figura 1. Frecuencia de las principales mutaciones en las distintas fases de la
enfermedad.”

detectaban en las células de la LLC original, lo que indica que precisan
de otros eventos oncogénicos que expliquen la patogenia de la
enfermedad.* La deteccion en CPH, en otro trabajo reciente, de
mutaciones caracteristicas de la LLC parece confirmar el origen de la
enfermedad en CPH multipotentes.’

Relacion con el microambiente

Aungque la LLC se ha considerado histéricamente como una enfermedad
con un bajo indice de proliferacion, hoy se sabe que las células
leucémicas recirculan habitualmente entre la sangre periférica y los
organos linfoides secundarios, donde proliferan en los llamados centros
de proliferacion o pseudofoliculos en procesos fundamentales para su
supervivencia mediados por la interaccion con el microambiente celular.
Entre las células que componen este microambiente se encuentran las
células mesenquimales del estroma, que crean nichos que protegen a las
células de la apoptosis inducida por diversos farmacos, células
“nodriza” derivadas de monocitos, células dendriticas foliculares,
células endoteliales y linfocitos T. Las interacciones entre las células de
la LLC y estas células del microambiente estan mediadas por receptores
de quimioquinas, como CXCR4 y CXCLI12, junto con diversas
moléculas de adhesion y tienen como resultado la regulacion de los
procesos de quimiotaxis y migracion a los tejidos que permiten a las
células tumorales anidar en los centros de proliferacion y contribuir a la
expansion del clon tumoral. La activacion y reclutamiento de linfocitos
T CD4+ o la produccion de factores que estimulan la angiogénesis
favorecen, asimismo, la supervivencia de las células leucémicas.

La modulacion de esta relacion se ha mostrado de particular eficacia
terapéutica con las nuevas moléculas, como ibrutinib o idelalisib, que
actuan sobre el BCR y bloquean la interaccion con el microambiente
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provocando la salida de las células leucémicas a la sangre periférica y
conduciendo a su muerte por apoptosis. Por otro lado, la lenalidomida,
un farmaco inmunomodulador cuyo mecanismo de accion es,
fundamentalmente, a través de la inhibicion de la proliferacion mediada
por las células del microambiente y de la regulacion de la respuesta
inmune, ha mostrado actividad terapéutica tanto en monoterapia como
en combinacion con rituximab. Asimismo, el bloqueo del proceso de
anidamiento en los centros de proliferacion a través de la inhibicion de
CXCR4 es una nueva diana terapéutica de la enfermedad, ya explorada
en algunos ensayos clinicos fase 1 de plerixafor asociado a rituximab o
lenalidomida.

El receptor de la célula B

En los tltimos afos ha cobrado gran importancia el descubrimiento del
BCR en la patogenia de la LLC y otras neoplasias B. El BCR es un
macrocomplejo de membrana en el que se encuentran incluidas una
inmunoglobulina y otras proteinas accesorias, como CD79a y CD79b, y
que determina la especificidad del linfocito B por un determinado
antigeno. La activacion de BCR inicia una répida cascada de
fosforilacion, reclutamiento de proteinas adaptadoras y cinasas (SYC,
LIN, BTK, PI3K) que finalmente lleva a la activacion de diversas vias
metabolicas (mTOR, NF-kB, ERK) implicadas en la supervivencia
celular, proliferacion y migracion. Este proceso es activado por
multiples mecanismos a través del microambiente y puede ser
potenciado por un complejo macromolecular asociado a CD38, ZAP-70
y CD49d.

En la LLC se ha observado una activacion constitutiva del BCR que
tiene un papel fundamental en la proliferacion y supervivencia de las
células, en las que se encuentran hiperactivadas las vias de sefializacion
dependientes de este receptor. La inhibicion de estas vias de
sefializacion mediante los nuevos farmacos recientemente desarrollados
ha mostrado una gran eficacia en el tratamiento de la enfermedad.

Por otro lado, al menos en la tercera parte de las LLC, tanto en formas
LLCm como LLCu, las células leucémicas expresan BCR casi idénticos,
lo que implica una seleccion no aleatoria sino estereotipada de
segmentos VDJ y secuencias de nucledtidos idénticas en algunas
regiones hipervariables, lo que refleja su especificidad por un antigeno
comun. Esta seleccion no aleatoria apoya el papel de la estimulacion por
determinados antigenos en la patogenia de la enfermedad.”

Alteraciones geneticas y moleculares

Se han descrito varias alteraciones citogenéticas recurrentes en la LLC,
algunas de ellas con mecanismo patogénico desconocido. Estas
alteraciones, junto con la carga tumoral, han sido la base para valorar el
pronostico de los pacientes en los ultimos aflos, a raiz de un trabajo de la
Universidad de Ulm que definia el valor prondstico de 4 alteraciones
cromosomicas (del(13ql4), trisomia 12, del(11g23) y del(17p13))
detectadas mediante técnica de FISH.® Actualmente su deteccion se
considera parte de la valoracion rutinaria en pacientes que van a recibir
tratamiento.

Aproximadamente el 60% de las LLC, conocidas como LLCm,
presentan mutaciones somaticas de IgVu y estan asociadas a una
presentacion clinica indolente y de buen prondstico. Sin embargo, las
LLCu son habitualmente mucho mas agresivas y con peor respuesta al
tratamiento. El valor pronostico de estas mutaciones se ha confirmado
en multiples estudios de pacientes tratados con diversos esquemas de
(inmuno) quimioterapia y es uno de los factores que integran algunos de
los principales indices pronosticos de la enfermedad.” Sin embargo, su
complejidad técnica ha limitado su uso en la practica clinica habitual en
la mayoria de los centros.

La utilizacion de técnicas de secuenciacion masiva (NGS) ha
revolucionado el estudio molecular de la LLC.1%L1213 E] perfil
molecular descrito muestra una enfermedad con una baja tasa de
mutaciones, similar a otras neoplasias hematoldgicas, pero mucho
menor de lo encontrado en otros tumores soélidos y en la que se observa

una gran heterogeneidad con mutaciones recurrentes de frecuencia
media (10-15%) junto a un gran grupo de muy baja frecuencia, sin un
evento genético/molecular comin. Los genes afectados intervienen
fundamentalmente en mecanismos de reparacion del dafio celular
(TP53, ATM, POTI, BIRC3), procesamiento del RNA (SF3BI1, XPO),
sefializacion de diversas vias moleculares (NOTCHI) o inflamacion
(MYDSS).

La incidencia observada de cada mutacion varia en los distintos
estudios, reflejo de poblaciones de pacientes con diferentes factores
pronosticos y en distintas fases de la enfermedad. Asi, por ejemplo,
mutaciones de TP53, ATM, SF3B1 o BIRC3 son poco frecuentes al
diagndstico y aumentan en formas avanzadas de la LLC, mientras que la
mutacion de MYDS8S8, del(13q) o la trisomia 12 parecen eventos
primarios cuya incidencia no varia a lo largo de la evolucion (Figura 1).

Algunas de estas alteraciones genéticas y moleculares merecen una
revision mas detallada por su frecuencia e importancia en el manejo de
la enfermedad.!4!516.17.18 a Tabla 1 resume algunas de las principales
caracteristicas de estas mutaciones.

Delecidn del brazo largo del cromosoma 13 (del(13q14))

Es la alteracion citogenética y molecular mas frecuente, presente en el
50-60% de los casos de LLC, en el 30% no asociada a otras alteraciones
citogenéticas. Su mecanismo de accion estd relacionado con alteracion
en la regulacion del ciclo celular y la apoptosis, a través de la inhibicion
de micro-RNA (miR15-a y miR16-1). Se considera un evento precoz y,
cuando aparece de forma aislada, se asocia a LLCm y a un pronostico
favorable, muy bajo riesgo de progresion y una supervivencia esperada
similar a la de la poblacion general. No obstante, los casos con una
mayor pérdida de material genético tienen un prondstico mas adverso.

Trisomia 12

Presente aproximadamente en el 15% de las LLC al diagndstico,
independientemente del estado mutacional de IgVuh. Su mecanismo
patogénico no es conocido, aunque se considera un evento primario en
la patogénesis de la enfermedad. Su presencia se asocia a morfologia e
inmunofenotipo atipicos, trisomias adicionales acompafantes y
mutaciones de NOTCHI. Cuando se presenta de forma aislada se
considera una alteracion de bajo riesgo; sin embargo, su asociacion con
mutaciones de NOTCH! le confiere un pronostico mas desfavorable.
Esta descrito un mayor beneficio de la inmunoquimioterapia, lo que
puede deberse a una mayor expresion de CD20 o la baja frecuencia de
alteraciones de TP53 concomitantes. Se asocia, por otro lado, con la
aparicion de tumores secundarios y evolucion a sindrome de Richter, en
el que se encuentra presente en una tercera parte de los casos.

Tabla 1. Caracteristicas clinicas de las mutaciones de la LLC.

Pronéstico Caracteristicas Relacién con el tto
del(13q14) Muy bueno Lesién precoz =
Trisomia 12 Bueno Morfologia atipica Buena respuesta a

Asociacion con NOTCH1 anti-CD20

Sindrome de Richter
del(11923) Intermedio Enfermedad ganglionar Buena respuesta a
Mutaciones anti-CD20
ATM
del(17p13) Malo LLC avanzadas Resistencia a
Mutaciones Sindrome de Richter inmunoquimioterapia
TP53
Mutaciones Intermedio  |Asociacion con trisomia 12|  ;No beneficio de
NOTCH1 Sindrome de Richter anti-CD20?
Mutaciones Intermedio LLC avanzadas Menor duracién de
SF3B1 Evolucién precoz respuesta
Mutaciones Malo LLC avanzadas Resistencia a
BIRC3 fludarabina
¢Resistencia a
ibrutinib?

Mutaciones Bueno Jovenes -
MYD88 LLC no progresiva

AVHH
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Delecidn del brazo largo del cromosoma 11 (del(11923))

Presente en el 10% de las LLC al diagndstico y 20% de las que
requieren tratamiento, mas frecuente en las LLCu. Implica
habitualmente la pérdida de una copia del gen ATM, aunque también
pueden producirse mutaciones o ambas lesiones conjuntas. Se asocia
con refractariedad a quimioterapia y peor supervivencia,
fundamentalmente si existen mutaciones asociadas. Sin embargo, la
utilizacion de inmunoquimioterapia mejora las tasas de respuesta y el
pronostico de la enfermedad.

Delecidn del brazo corto del cromosoma 17 [del(17p13)] y mutaciones de TP53

La afectacion de TP53, regulador central del mecanismo de reparacion
del DNA, puede ocurrir por deleciones de 17p, mutaciones o la
presencia de ambas lesiones; en el 80% de los casos con del(17p13) el
otro alelo se encuentra inactivo por mutaciones. Poco frecuente al
diagnostico (5-8%), pero mucho mas en formas agresivas y avanzadas
de la enfermedad (40% en resistentes a fludarabina, 50% en sindrome de
Richter) es la alteracion genética de peor pronostico. Asociada a LLCu,
estadios avanzados y curso clinico rapidamente progresivo, muestra
refractariedad a quimioterapia e inmunoterapia, aunque alemtuzumab vy,
sobre todo, los nuevos farmacos inhibidores del BCR muestran una
mayor eficacia. Existe un subgrupo de pacientes con curso clinico
indolente y estable que no precisa tratamiento durante largo tiempo,
fundamentalmente LLCm. Debido a su importancia clinica y la
aparicion de terapias su deteccion se recomienda actualmente en los
pacientes que van a iniciar una nueva linea de terapia.

Mutaciones de NOTCH1

Dan lugar a una activacion de la via de sefializacion de NOTCHI1 que
regula procesos de diferenciacion celular, proliferacion y apoptosis. Es
una de las lesiones moleculares mas frecuentes en la LLC,
fundamentalmente en fases avanzadas de la enfermedad (20% en
pacientes refractarios a fludarabina y 30% en sindrome de Richter),
aunque parece ser poco frecuente su adquisicion a lo largo de la
evolucion y que se trate, mas bien, de un evento precoz. Aparece
fundamentalmente en LLCu y en el 40% de los casos se asocia con la
trisomia 12, sobre todo cuando aparece de forma aislada. El valor
pronostico no estd completamente definido, aunque se considera una
alteracion de prondstico intermedio, asociado a una menor duracion de
la respuesta. La adicidon de anticuerpos monoclonales (rituximab,
ofatumumab) no parece aportar beneficio a la quimioterapia clasica.
Aumenta el riesgo de transformacioén a sindrome de Richter con una
frecuencia acumulada de un 30% a los 10 afios, independientemente de
otros factores.

Mutaciones de SF3B1

Componente del espliceosoma, que esta involucrado en la formacion de
RNAm maduro, aunque su mecanismo de accion en la LLC no es bien
conocido. Presente al diagndstico en un 5-7% de los casos, se asocia con
evolucion precoz de la enfermedad, estadios avanzados y LLCu. Tiende
a ocurrir conjuntamente con alteraciones de ATM y ser mutuamente
excluyente con NOTCHI. Su papel prondstico desfavorable es mas
aceptado que el de otras mutaciones, fundamentalmente por una
duracion menor de las respuestas. Es frecuente en pacientes refractarios
a fludarabina sin alteraciones de 7P53.

Mutaciones de BIRC3

Interviene en la regulacion de la apoptosis y activacion de la via de
sefializacion NF-kB. Ademas de mutaciones, también puede producirse
pérdida del gen en las del(11g23). Practicamente inexistente en
linfocitosis B monoclonal y al diagnostico (<5%), pero mucho mas
frecuente en la LLC avanzada (25% en resistentes a fludarabina sin
alteracion de 7P53). Es mutuamente excluyente con las mutaciones de
TP53. In vitro, confiere resistencia al tratamiento con ibrutinib.

Mutaciones de MYD88

Implicado en la activacion de multiples vias de sefializacion y factores
de transcripcion, desempefia un papel importante en la relacion con el
microambiente y protege a las células de la apoptosis espontinea.
Presente aproximadamente en un 5% de las LLC. Se considera un
evento precoz en la evolucion de la enfermedad. Asociado con un

subtipo particular de LLC, de pacientes mas jovenes, LLCm y esperanza
de vida similar a la de la poblacion general.

El papel pronostico de cada una de ellas, no obstante, es objeto de
debate y en algunos casos puede estar condicionado por otras variables
que frecuentemente se hallan asociadas. No obstante, parece claro que
su utilizacion puede mejorar el valor de la estratificacion citogenética.
Asi, se ha disefiado un modelo que combina las alteraciones moleculares
y citogenéticas y define 4 grupos de distinto valor prondstico: malo,
alteraciones de 7P53 y BIRC3; intermedio, mutaciones de NOTCHI,
SF3B1 y del(11923); bueno, trisomia 12 y ausencia de alteraciones;
muy bueno, del(13q14) aislada!® (Tabla 2).

Tabla 2. indice prondstico integrado citogenético-molecular.

Riesgo Alteracién SG a 10 afios
Alto TP53, BIRC3 29%
Intermedio del(11g23), NOTCH1, SF3B1 37%
Bueno trisomia 12, normal 57 %
Muy bueno del(13q14) 69 %

Modelo de patogénesis

A los mecanismos de la enfermedad descritos previamente hay que
afiadir dos conceptos de gran importancia en la patogenia de la
enfermedad: 1a linfocitosis B monoclonal y la evolucion clonal.

Linfocitosis B monoclonal

La presencia en sangre periférica de una pequefia cantidad (< 5 x 10%/L)
de linfocitos B monoclonales con un fenotipo caracteristico de LLC se
conoce como linfocitosis B monoclonal y se encuentra en un 10% de los
sujetos sanos mayores de 40 afos. Este proceso benigno puede
evolucionar a una LLC u otras neoplasias linfoides, con una incidencia
de transformacién aproximada del 1% anual. Estudios de prevalencia
han mostrado que en la gran mayoria de los casos la LLC estaba
precedida por este proceso benigno, lo que apoya su consideracion como
una fase preleucémica de la enfermedad.?”

Evolucion clonal

Los analisis de NGS muestran una gran heterogeneidad dentro de cada
individuo con LLC. Ademas de las lesiones precoces en el desarrollo de
la enfermedad, a lo largo de la evolucion se produce la adquisicion de
nuevas alteraciones genéticas y epigenéticas que dan lugar a la aparicion
de subclones (poblaciones celulares minoritarias) con diferentes
caracteristicas y sensibilidad a la terapia. Los diversas poblaciones
leucémicas resultantes pueden permanecer en un equilibrio clonal o
presentar un crecimiento competitivo, del que emergen algunos clones
dominantes seleccionados por la diferente sensibilidad a los tratamientos
y relacion con el microambiente. Asi, clones leucémicos predominantes
en el momento de la recaida y de mayor agresividad clinica se detectan
en pequefias cantidades en fases mas precoces de la enfermedad.?! Por
otro lado, la presencia de subclones con mutaciones de 7P53 parece
implicar un prondstico adverso similar a la deteccion clonal, lo que
podria tener consecuencias de cara a la eleccion del tratamiento.?? De la
misma manera, el desarrollo de mutaciones en la tirosincinasa de Bruton
que confieren resistencia a ibrutinib, y que no se detectan antes del
inicio de la terapia, demuestra la capacidad de las células leucémicas de
evolucionar a través de cambios genéticos y moleculares.

Modelo de patogénesis de la LLC

El modelo de patogénesis mas aceptado actualmente parte de un evento
primario que se origina en las CPH y determina la capacidad de producir
una linfopoyesis oligoclonal, que se transmite a un linfocito B naive
CD5+. Eventos oncogénicos secundarios, junto con la estimulacion de
determinados antigenos y mediado por la interaccion con las células del
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Figura 2. Modelo de patogénesis de la LLC.

microambiente dan lugar a una fase preleucémica (LBM) y finalmente a
la LLC. Dos vias de estimulacion antigénica y maduracion del linfocito
B conforman las dos formas clinicas distintas de la enfermedad, LLCm
y LLCu. Posteriormente, modulado por la relaciéon con el
microambiente y el efecto del tratamiento sobre las células, se
desarrollan nuevas lesiones moleculares y cambios epigenéticos y la
LLC evoluciona con la adquisicion y seleccion de nuevos subclones mas
resistentes al tratamiento, lo que se traduce en una gran inestabilidad
genética que se asocia a las formas mas avanzadas y agresivas de la
enfermedad (Figura 2).

Condlusion

Multiples descubrimientos en la tltima década estan cambiando nuestro
conocimiento de la LLC y la aproximacion terapéutica a los pacientes.
No obstante, existen todavia numerosos interrogantes sobre la patogenia
de la enfermedad y su traduccion en la aproximacion terapéutica.

El concepto de la LLC como una enfermedad con origen en la célula
madre hematopoyética puede explicar, al menos en parte, la persistencia
de la enfermedad minima residual y el desarrollo de recaidas. Se
desconoce actualmente si el disefio de tratamientos destinados a la
erradicacion de esta lesion inicial puede mejorar el pronostico de los
pacientes.

Aparte del conocido papel peyorativo de las alteraciones de TP53 en la
evolucion de la enfermedad, el papel prondstico de cada una de las
mutaciones recientemente descritas debe ser mejor definido. Su
presencia conjunta con otros factores prondsticos, como el estado
mutacional de IgVy, y el disefio heterogéneo de los ensayos clinicos
limita la definicion precisa de la significacion de cada una de ellas. Es,
por otro lado, necesario validar en estudios prospectivos el indice
pronoéstico citogenético/molecular que parece complementar la
informacion obtenida con la citogenética clasica. Del mismo modo, la
identificacion de subclones con mutaciones de mal prondstico podria
condicionar la eleccion del tratamiento para evitar la seleccion de
poblaciones leucémicas de mayor agresividad, aunque el valor clinico
de estos subclones todavia no se conoce con certeza.

A pesar de estas cuestiones, el estudio molecular de la LLC representa
un avance innegable en la caracterizacion clinica y pronodstica de los
pacientes y es una técnica que debe incorporarse en los proximos afios al
manejo de la enfermedad. En este sentido, actualmente se recomienda la
deteccion de mutaciones de 7P53 en todos los pacientes que van a
iniciar cualquier linea de terapia. La valoracion de otras alteraciones
citogenéticas y moleculares ayudard en un futuro proximo a
individualizar el tratamiento de los pacientes con LLC.
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Novedades en el tratamiento del linfoma de Hodgkin

E. M. Donato Martin, M. Fernandez Zarzoso.
Hospital Universitario Doctor Peset. Valencia.

Introduccion

El linfoma de Hodgkin (LH) representa aproximadamente del 15% al 30% de
todos los linfomas. En Espaia la incidencia es aproximadamente de 1000 casos
nuevos/afo. La supervivencia global a los cinco afios de los pacientes tratados

El trasplante autdlogo (TAPH) es una opcion potencialmente curativa en
pacientes que recaen después del tratamiento quimioterapico, a pesar de
ello, el trasplante sélo es efectivo en el 50% de los pacientes. La
supervivencia global de estos pacientes es del 55% a los 2 afios y del
32% a los 5 afios.!

Brentuximab vedotin es un anticuerpo conjugado (ACC) que actlia
directamente frente a las células tumorales que expresan CD30 (Figura
1). Estd compuesto por un anticuerpo monoclonal unido de forma
covalente al fArmaco antineoplasico monometilauristatina E (MMAE).
La uniéon del ACC al CD30 sobre la superficie celular inicia la
incorporacion del complejo ACC-CD30, que se desplaza luego al
compartimento lisosomal. Dentro de la célula se libera la MMAE,
mediante escision proteolitica. La union de la MMAE a la tubulina
altera la red de microtibulos del interior de la célula, induce a la
detencion del ciclo celular y origina la muerte apoptotica de la célula
tumoral que expresa CD30.

Brentuximab vedotin es el primer agente aprobado por la FDA (2011) y
la EMA (2012) para el tratamiento de los pacientes con LH que no se
benefician o que recaen después del trasplante. En Espatfia esta aprobado
por la AEMPS desde Octubre 2012 para el tratamiento de pacientes
adultos con LH CD30+ en recaida o refractario tras un TAPH 6 después
de al menos dos tratamientos previos cuando el TAPH o Ila
poliquimioterapia no es una opcion terapéutica.??

La aprobacion de brentuximab vedotin se obtuvo con los resultados del
estudio Fase IT SG035-0003 publicados por Younes A. et al en 2012.* Se
incluyeron 102 pacientes con LH CD30+ en recaida o refractarios tras
un TAPH. Los primeros resultados publicados demostraron una
reduccion de la masa tumoral en el 94% de los casos con unas tasas
elevadas de respuestas (Remision parcial (RP) y completa (RC) en
76/102 pacientes) en pacientes altamente pretratados. En 2015 Gopal
AK. et al publicé una actualizacion de los resultados.> Con una mediana
de seguimiento de 3 aflos la mediana de supervivencia global (SG) de la
serie es de 40,5 meses y la mediana de supervivencia libre de progresion
(SLP) de 9,3 meses. Los mejores resultados se observan en los pacientes
que alcanzaron RC (n=34) con una SG y SLP estimada a 3 aflos del
73% y 58% respectivamente, no se alcanzaron las medianas de SG y
SLP para este subgrupo de pacientes (Figura 2). Con una mediana de
seguimiento de 53,3 meses 16 pacientes de los 34 que alcanzaron RC se
mantienen libres de progresion, 12 de ellos sin necesidad de
consolidacion tras brentuximab vedotin con trasplante alogénico.
Recientemente en ASH 2015 se ha publicado la tltima actualizacion de
los datos que confirman estos excelentes resultados.

Hay que destacar los resultados del estudio Fase III SGN35-005
(Estudio AETHERA) cuyos primeros resultados fueron publicados por
Moskowitz CH. et al en ASH 2014.7 Se trata de un estudio Fase III
aleatorizado y doble ciego de placebo versus brentuximab vedotin en
pacientes con LH en riesgo de progresion tras TAPH. Se trata de
pacientes con enfermedad refractaria, recaidas antes del afio o recaidas
con afectacion extranodal. Con una mediana de seguimiento de 30
meses se ha conseguido demostrar una mejoria estadisticamente

puede alcanzar el 90%. No obstante entre un 10 y un 15% de los pacientes
diagnosticados en los estadios iniciales y un 40% de los diagnosticados en
estadios avanzados recaeran, lo que viene a representar un tercio de todos los
pacientes.

Brentuximab vedotin (SGN-35) ADC

monomethyl auristatin E (MMAE), potent antitubulin agent
protease-cleavable linker
anti-CD30 monoclonal antibody

ADC binds to CD30

ADC-CD20 complex
traffics to lysosome

MMAE is released

G2/Mcell
MMAE disrupts cycle arrest
Microtubule network
Apoptosis

ADC - antibody drug conjugate

Figura 1. Mecanismo de accién de Brentuximab vedotin.

significativa de SLP a favor de brentuximab (Mediana de SLP de 43
meses versus 24 meses. HR 0.57. P=0.001) (Figura 3).® El analisis
interino de SG no demostré diferencias significativas; recientemente se
ha publicado en ASH 2015 una actualizacién de estos datos.” Los
resultados muestran que el mayor beneficio del mantenimiento tras
TAPH corresponde a los pacientes con LH refractario primario, recaidas
precoces y pacientes con enfermedad extraganglionar.

Otros de los usos potenciales de brentuximab vedotin en el LH es su
papel como terapia puente al trasplante (ATPH o TPH alogénico) tanto
en monoterapial®!1213 como en combinacion con esquemas de
quimioterapia de rescate.'* Brentuximab vedotin induce unas tasas de
respuesta del 75% en pacientes con LH en recaida/refractarios sin
impacto negativo sobre el injerto de los progenitores o en el desarrollo
de EICH." Onishi M. et al ya publicoé en 2014 la capacidad de
brentuximab vedotin de negativizar el PET/TC previo al trasplante en el
53% de los pacientes con LH refractarios a esquemas basados en
platinos.!® Por todo ello brentuximab vedotin puede representar una
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Figura 3. Mediana de SLP. Estudio AETHERA.
Moskowitz CH et al. Lancet. 2015 May 9;385:1853-62. También se esta
estudiando la
posibilidad de
retratamiento con
brentuximab vedotin en LH. La eficacia del retratamiento en pacientes
que con anterioridad habian respondido (RC o RP) al tratamiento con
brentuximab vedotin se evalu6 en el Estudio fase II (SGN35-006), cuyos
datos han sido publicados por Bartlett N. et al en 2014.'8 La mediana del
numero de ciclos fue de 7 (rango de 2 a 37 ciclos). De los 20 pacientes
evaluables con LH, 6 pacientes (30%) lograron una RC y 6 pacientes
(30%) alcanzaron una RP con el retratamiento. La mediana de duracion
de la respuesta fue de 9,2 y 9,4 meses en pacientes que habian alcanzado
una respuesta (RC + RP) y RC, respectivamente. Los tipos y grados de
reacciones adversas notificados en pacientes retratados con brentuximab
vedotin fueron consistentes con los observados en la combinacion de los
ensayos pivotales de fase II, con la excepcion de la neuropatia periférica
motora, cuya incidencia fue mayor (28% versus 9% en los ensayos
pivotales de fase IT) y fue principalmente de grados 1 6 2.

En el momento actual hay multitud de ensayos clinicos en marcha con
brentuximab vedotin en combinacioén con quimioterapia, que incluyen la
primera linea de tratamiento. Younes A. et al publicé en 2013 los datos
de seguimiento del estudio Fase I en primera linea de
brentuximab-ABVD versus brentuximab-AVDI19. Las conclusiones
muestran la seguridad de la combinacién brentuximab-AVD y su
eficacia con una SLP a tres afios del 92%, SG a tres afios del 100% y
tasa de RC del 96%. Los autores contraindican la utilizacion de
brentuximab vedotin junto a bleomicina por la alta tasa de toxicidad
pulmonar. Estos resultados han alentado la puesta en marcha del estudio
Fase III ECHELON-1 que compara en primera linea ABVD versus
Brentuximab-AVD?? (datos no publicados hasta el momento). A destacar
también el estudio Fase II en pacientes con LH mayores de 60 afios con
brentuximab vedotin en monoterapia como tratamiento de primera
linea.?! Los resultados de este estudio son excelentes con unas tasas de
respuestas globales del 92% con 73% de RC. Asi, brentuximab vedotin
esta presente en todos los escenarios del tratamiento del LH que hacen
preveer la ampliacion de sus indicaciones actuales en un futuro proximo.

Otros farmacos que estan irrumpiendo fuerte en el tratamiento del LH
son los farmacos implicados en la via del receptor de muerte
celular programada 1 (PD-1) y su ligando de muerte
programada (PD-L1).

La activacion de la inmunidad celular comienza cuando los linfocitos T
(LT) reconocen antigenos que son expresados en la superficie de las
células presentadoras de antigeno (CPA) a través del complejo mayor de
histocompatibilidad. La interaccion entre el LT y la CPA requiere la
presencia de otras moléculas coestimuladoras en los LT (CD28) y en la
CPA (CD80 y CD 86). Simultaneamente a la activacion de los LT, se
genera un efecto contrario compensador con la sobreexpresion de otros
marcadores de superficie reguladores negativos de la activacion celular
T (Figura 4).2223 PD-1 es un receptor control inmunologico que tiene
un papel importante en la evasion de la respuesta inmune, y actiia como

un regulador negativo en la activacion de los linfocitos T, ayudando al
control de la respuesta inflamatoria e impidiendo el dafio a lo propio.
PD-1 se expresa en los LT, natural killer (NK) y células B (LB). Sus dos
ligandos conocidos son PD-L1 y PD-L2. PD-L1 se expresa
constitutivamente en una subpoblacion de macrofagos, pero puede estar
incrementada su expresion en diferentes tejidos y tumores en respuesta a
interferon gamma y otros mediadores de inflamacion. PD-L2 se expresa
también en macréfagos y células dendriticas, aunque su impacto en la
regulacion de los LT no es bien conocido, habiendo sido descrito su
expresion en tumores en relacion al bloqueo inmune.?*23

Los tumores usan mecanismos inmunosupresores para evadir la
inmunidad. Anticuerpos que bloquean PD-1 y PD-L1 han demostrado
respuestas duraderas en un numero importante de diferentes tipos de
cancer avanzado. La mayor experiencia clinica con anticuerpos anti
PD-1 se ha obtenido con el desarrollo del anticuerpo monoclonal
humano nivolumab y el humanizado pembrolizumab, ambos de clase
IgGs, tanto en melanoma, carcinoma de pulmon, carcinoma renal y
LH.%

El tratamiento con nivolumab en pacientes afectos de LH ha sido
evaluado en un ensayo clinico fase I (CA209-039). Un total de 23
pacientes con LH en recaida o refractarios fueron incluidos y los
resultados fueron publicados inicialmente por Ansell S.M. et al.?’ La
mediana de edad fue de 35 afios y el 96% de los pacientes tenian un LH
clasico tipo esclerosis nodular. De estos, el 87% habia recibido tres o
mas lineas previas de tratamiento, incluyendo brentuximab vedotin en
un 78% de los pacientes. La mediana de seguimiento fue de 40 semanas.
Efectos adversos de cualquier grado fueron reportados en 22 pacientes
(96%), aunque de grado 3 o 4 en la mitad de ellos. La tasa de efectos
adversos relacionados con el farmaco ocurrié en el 78% de los pacientes
y el mas comun fue rash (22%), los de grado 3 se presentaron en 5
pacientes (22%) incluyendo sindrome mielodisplasico, pancreatitis,
neumonitis, colitis, leucopenia y trombopenia entre otros. Todos los
efectos adversos fueron reversibles en los pacientes excepto en 2 que se
vieron obligados a la discontinuacion del tratamiento (sindrome
mielodisplasico con trombopenia en un paciente y pancreatitis en el otro
paciente). La tasa de respuesta global fue del 87%, alcanzando RC 4
pacientes (17%), RP 16 pacientes (70%) y un 13% mantuvo enfermedad
estable (EE). De los 4 pacientes con RC, 3 no habian recibido
tratamiento previo con brentuximab vedotin (Tabla 1). De los pacientes
que tuvieron algun tipo de respuesta, el 60% la alcanzé con una mediana
de 8 semanas. La SLP a las 24 semanas fue del 86%. La mediana de SG
no fue alcanzada.

Recientemente se ha publicado en ASH 2015 datos actualizados del
estudio extendido (CA209-039) con una mediana de seguimiento de 86
semanas. De los 16 pacientes que inicialmente habian obtenido RP, 2 de
ellos alcanzaron la RC tras continuar con el tratamiento, de modo que el
total de RC se observo en 6 pacientes (26% de los pacientes incluidos).
El tiempo hasta conseguir la RC en los pacientes respondedores fue
entre 3 y 88 semanas. Dos pacientes que obtuvieron RC mantuvieron
esta tras la discontinuacion del tratamiento durante mas de 40 semanas.
Diez pacientes (50%) de los 20 respondedores (RP + RC) obtuvieron
respuestas duraderas, de estos, 4 progresaron, 1 suspendi6 el tratamiento
por toxicidad y 5 fueron a trasplante de progenitores hematopoyéticos (4
alogénicos y 1 autdlogo).?8

D=
_ \

Figura 4. Via de PD-1/PD-L1. Tomado de Nastoupil et al, Curr Oncol Rep. 2015.
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Tabla 1. Resultados por subgrupos en los que fall6 el trasplante de progenitores
hematopoyéticos y brentuximab (SUBGRUPO 1), en los que fall6 el tratamiento con
brentuximab sin trasplante de progenitores previo (SUBGRUPO 2), y los pacientes
que no recibieron brentuximab (SUBGRUPO 3).

Variable Todos pacientes | SUBGRUPO 1 | SUBGRUPO 2 | SUBGRUPO 3
(N=23) (N=15) (N=3) (N=5

Respuesta 4 (17%) 1(7%) 0 3(60%)

completa

Respuesta 16 (70%) 12 (80%) 3(100%) 1(20%)

parcial

Enfermedad 3(13%) 2 (13%) 0 1(20%)

estable

Progresion 0 0 0 0

Otro anti PD-1 que ha mostrado su beneficio en el LH ha sido el
anticuerpo monoclonal humanizado pembrolizumab. Los resultados
preliminares del estudio fase Ib (KEYNOTE-013) que avalan su eficacia
fueron comunicados en ASH 2014.%° Se incluyeron 15 pacientes con LH
clasico en recaida o refractario, con una mediana de edad de 28 afios y
una mediana de 4 lineas previas de tratamiento. Todos los pacientes
habian recibido brentuximab vedotin. Diez pacientes tuvieron al menos
1 acontecimiento adverso, los mas comunes relacionados con el
medicamento fueron eventos respiratorios grado 1-2 (20%) y afectacion
tiroidea (20%). Un paciente discontinu6 el tratamiento por neumonitis
grado 2. La tasa de respuesta global fue del 53%, 3 pacientes (20%)
obtuvieron RC y 5 pacientes (33%) alcanzaron RP. En 4 pacientes
(27%) la enfermedad progreso durante el tratamiento.

Estas nuevas terapias parecen ser seguras, bien toleradas y asociadas a
un beneficio clinico en pacientes con LH clasico intensamente tratados.
Destacar las complicaciones inmunes en una proporcién no despreciable
de estos pacientes. Dados los factores prondsticos de estos pacientes, se
ha sugerido como razonable el uso de estas nuevas moléculas diana
como un tratamiento puente al trasplante alogénico, aunque los efectos
de esta inmunoterapia sobre el trasplante son desconocidos.3%3!

Como conclusion final decir que todos estos nuevos tratamientos van a
permitir ampliar el arsenal terapéutico y mejorar el pronostico
especialmente malo en aquellos pacientes con LH refractario o en
recaida. Sin embargo, todavia es demasiado pronto para saber si todos
estos farmacos contribuyen a mejorar la supervivencia con respecto a
los tratamientos habituales. También debemos profundizar en el
conocimiento y manejo de la toxicidad, asi como en las interacciones
con otros farmacos y por Ultimo, como racionalizar su uso y hacerlo
sostenible con la situacién econdmica actual.
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Evaluacion del estudio de médula dsea en pacientes con linfoma: un estudio
comparativo de biopsia y aspirado medular en 190 casos
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Resumen

El estudio del estado de la médula es mandatario para los linfomas, por tener
fuertes implicaciones pronésticas. Puede hacerse mediante la técnica de la
biopsia medular o mediante aspirado medular, pero los resultados mejoran si se
utiliza de forma simultanea ambas técnicas y si a la morfologia se une un estudio
del inmunofenotipo celular, ya sea mediante técnicas inmunohistoquimicas IHQ
sobre tejido o ce Citometria de flujo CMF sobre el aspirado. Presentamos un
estudio retrospectivo sobre 190 pacientes con linfoma diagnosticados y tratados
en nuestro centro de forma consecutiva, que incluye tanto linfoproliferativos
crénicos como linfomas de alto grado, comparando los resultados obtenidos
mediante biopsia+IHQ con los de aspirado+CMF. La infiltracion medular muestra
valores similares con ambas técnicas (41%), con valores similares en la biopsia
inicial o en la de recaida. No hemos identificado patrones de infiltracion

Los linfomas constituyen un grupo heterogéneo de tumores con un
comportamiento biolégico muy diferente. Constituyen un 12-15% de
todos los tumores malignos. Para su estadiaje (TNM, IPI) es necesario
conocer si la médula 6sea estd libre de enfermedad o hay infiltracién
neoplasica. La infiltracion medular es signo de enfermedad avanzada, y
puede acompafiarse de enfermedad extranodal, leucemizacion o
afectacion del SNC, por lo que suele implicar un mal prondstico.!

Este estudio de extension puede hacerse mediante un aspirado medular
(estudio morfologico y de Citometria de flujo), con biopsia medular
(estudio morfolégico e inmunohistoquimico) o combinando ambas
técnicas. La biopsia medular es una técnica mas reciente, y aparece en
los afios 50 del siglo pasado. Desde entonces ha tenido un considerable
efecto en el diagnostico hematologico. Los estudios comparativos que
se han hecho hasta ahora han demostrado que la biopsia tiene una
mayor sensibilidad que el aspirado en el diagnostico de infiltracion
neoplasica, pero que es la combinacion de ambas la que llega a un
diagnostico mas especifico.!?

Los diferentes linfomas infiltran la médula con patrones caracteristicos
para cada tipo (aunque no especificos) y muestran en ocasiones patrones
diferentes a lo observado en el ganglio linfatico, lo que se denomina
discordancia ganglionar/medular. Esto es especialmente frecuente para
el Linfoma B difuso de célula grande, que puede presentarse con un
patron de células pequeflas en médula. También en ocasiones hay
discordancia entre el inmunofenotipo detectado en el aspirado mediante
citometria de flujo y el detectado en la biopsia medular mediante
inmunohistoquimica. Esto es especialmente frecuente en los Linfomas
B que expresan CD20, CD23 o CDS5 y para los Linfomas de Hodgkin
clasico.

Presentamos un estudio retrospectivo de las biopsias medulares de
pacientes con linfoma estudiadas en nuestro centro en los dos ultimos
afios, comparando los resultados obtenidos con los del aspirado
medular.

Material y Método

Estudio retrospectivo de médula 6sea de 190 pacientes con linfoma,
consecutivos, con biopsia y aspirado medular, estudiados en nuestro
centro en los dos ultimos afios (129 casos con biopsia al inicio del
tratamiento, 41 casos a la finalizacion del tratamiento y 20 casos al
diagnostico tras una nueva recaida) y que fueron tratados en nuestro
centro. Los pacientes tenian una edad media de 58 aflos (rango amplio,

especificos salvo para los linfomas foliculares (patrén trabecular predominante),
siendo el mds frecuente en el resto el intersticial seguido del nodular. Ha habido
discordancia morfolégica médula/ganglio en dos casos de Linfoma B difuso de
célula grande. El grado de concordancia de ambas técnicas para diagnosticos ha
sido muy alto, del 85%. La sensibilidad del aspirado es mayor para los
Linfoproliferativos B cronicos y la de la biopsia es mayor para los Linfomas
Hodgkin, Linfomas B de alto grado y Linfomas T.

Palabras clave

Médula dsea, linfoma, biopsia aspirado, citometria de flujo, inmunohistoquimica
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de 19-90 afios) y un predominio del sexo masculino (114 varones y 76
mujeres) (Tabla 1).

El diagnostico, tanto del linfoma inicial como del infiltrado medular se
hizo siguiendo los criterios de la OMS-2008, utilizando un protocolo
diagndstico basado en el protocolo del Colegio Americano de Patdlogos
(CAP) en donde se recogen los datos del diagnéstico y de las técnicas
adyuvantes empleadas (Jaffe).* La biopsia se tomd en cresta iliaca
derecha (excepto en pacientes muy obesos,), con el trocar para biopsia
medular (Biopsybell) de 11G, con anestesia local, obteniéndose un
cilindro de 1-3 cm de longitud. Tras una fijacién en formol tamponado
al 4% (minimo de 24h), se decalcificdé con solucién comercial
Osteomoll (Microscopy) durante 24h para posteriormente incluirse en
parafina. De cada cilindro se practicaron cortes seriados de 3 micras
para hematoxilina-eosina, PAS, tricromico, reticulina y técnicas
inmunohistoquimicas (dependiendo del tipo de linfoma del paciente),
finalizando con una nueva hematoxilina. Se consideré como material
valido para diagnostico los cilindros con mas de 5 espacios medulares o
aquellos casos con menos espacios, pero con evidente infiltracion
neoplasica.

Tabla 1. Datos demograficos, diagndstico que motivd el estudio medular y
resultados obtenidos de la Biopsia+IHQ y del Aspirado+CMF (ver abreviaturas en el
texto).

CASOS EDAD SEXO
N=190 Media 57.8 a V: 114 (60%)
Rango 19-90 a M: 76 (40%)

Diagndstico inicial LLC/SLL: 27 (14%)
MM/WALD: 23 (12%)

TRICOL: 5 (3%)

LLGG: 1(0.5%)
LBDCG: 28 (15%)
LBURKITT: 5 (3%)

LZM: 6 (3%) L-SNC: 4 (2%)
LMALT: 15 (8%) LT-NOS: 6 (3%)
LF: 25 (13%) LACG: 4 (2%)

LHC: 23 (12%)
LLA/LLB: 3 (2%)

LM: 15 (8%)
Biopsias Inicial: 129 (68.9%) 57a | Insuficiente: 16 (8.4 %) 61a
Post-QT: 41 (21.6%) 59a | Infiltrada: 72 60 a
Post.Recaida: 20 (10.5%) 57 a | No infiltrada: 102 56 a
Aspirados Inicial: 129 (68.9%) 57 a | Insuficiente: 18 (9.5 %) 61a
Post-QT: 41 (21.6%) 59 a | Infiltrada: 69 63 a
Post.Recaida: 20 (10.5%) 57 a | No infiltrada: 103 54a
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Tabla 2. Anticuerpos empleados en el estudio inmunohistoquimico de la biopsia.

ANTICUERPO/ CLON CASA

SONDA COMERCIAL
CD79a Anti-CD79a (SP18)/Rabbit monoclonal ROCHE DIAG
CD3 Anti-CD3 (2GV6)/Rabbit monoclonal ROCHE DIAG
CD30 Anti-CD30 (Ber H2)/Mouse monoclonal ROCHE DIAG
CD20 Anti-CD20 (L26) /Mouse monoclonal ROCHE DIAG
CD5 Anti-CD5 (SP19)/Rabbit monoclonal ROCHE DIAG
CD10 Anti-CD10 (SP67)/Rabbit monoclonal ROCHE DIAG
Bcl2 Anti-Bcl2 (SP66)/Rabbit monoclonal ROCHE DIAG
Bcl6 Bcl6 (GI191E/A8)/Mouse monoclonal ROCHE DIAG
CDh4 Anti-CD4 (SP35)/Rabbit monoclonal ROCHE DIAG
CD8 Anti-CD8 (SP57)/Rabbit monoclonal ROCHE DIAG
CD34 Anti-CD34 (QBend10) /Mouse monoclonal ROCHE DIAG
CD61 CD61 (2f2)/Mouse monoclonal ROCHE DIAG
ALK-1 Anti-ALK1 (ALKO1) /Mouse monoclonal ROCHE DIAG
CD15 Anti-CD15 (MMA)/Mouse monoclonal ROCHE DIAG
CD2 Anti-CD2 (MRQ-11)/Mouse monoclonal ROCHE DIAG
CD7 Anti-CD7 (SP94)/Rabbit monoclonal ROCHE DIAG
PAX5 Anti-PAX5 (SP34)/Rabbit monoclonal ROCHE DIAG
MUM-1 MUM1 (MRQ-43) /Rabbit monoclonal ROCHE DIAG
Ki67 Anti-Ki67 (30-9)/Rabbit monoclonal ROCHE DIAG
EBV INFORM EBER (Epstein Barr Virus Early RNA) ROCHE DIAG

Para la técnica inmunohistoquimica se hizo de rutina, previo a su
diagnoéstico morfolodgico, un marcaje minimo para CD79a y CD3,
afladiendo CD30 para los Linfomas de Hodgkin cldsico. En aquellos
casos en que no habia un diagnostico previo definitivo
(linfoproliferativos de célula pequefia leucemizados, sin biopsia previa)
o la morfologia mostrd6 un patrén de infiltracion dudoso o no
concordante con el diagnostico del paciente, se amplié el panel
inmunohistoquimico. Todos los anticuerpos primarios empleados son
prediluidos, de Roche Diagnostics (Tabla 2), efectudndose la técnica de
forma automatizada en un autostainer Ventana Benchmark Ultra.

Siguiendo los criterios clésicos se consideraron 5 patrones de infiltacion:
patron difuso (borramiento de todo el tejido medular por la celularidad
linfoide); patréon nodular central (agregados linfoides en el centro del
espacio medular; patron nodular paratrabecular (agregados linfoides
dispuestos en la vecindad de una trabécula o6sea); patrén intersticial
(células linfoides intercaladas entre las células hematopoyéticas y
estromales) y el patron mixto (nodular/difuso o intersticial/nodular).?

El aspirado medular fue realizado en cresta iliaca derecha con la aguja
Spinocan (Braun) de 19G (1,1 x 40 mm), bajo anestesia local, en el
mismo tiempo de realizacion de la biopsia medular. El aspirado medular
fue almacenado en tubos con EDTA, para su posterior analisis
citomorfologico y por citometria de flujo.

El analisis por citometria de flujo fue realizado para todas las muestras
en un citometro de flujo de 8 fluorescencias (FACSCanto II) (BD),
previo filtrado de las médulas dseas. Las muestras, fueron marcadas con
un panel de 8 anticuerpos monoclonales: CD20+CD4 (V-450), CD45
(V-500), CD8+ smlg Lambda (FITC), CD56+ SImg Kappa (PE), CDS5
(PerCp Cy 5.5), CD19 (PE Cy7), CD3 (APC) y CD38 (APC H7), (BD),
segun las recomendaciones de EUROFLOW (European Consortium for
innovation and standarization of flow cytometric immunophenotyping).
Los resultados fueron analizados con el software de analisis Infinicyt
(Citognos). Se considerd como resultado positivo por aspirado, aquel
que mostraba claras atipias citologicas y por CMF, el que mostrd
poblacion clonal o poblacion con un inmunofenotipo atipico.

Al finalizar las dos series (hematologica y de biopsia), se hizo un
estudio estadistico descriptivo comparando los resultados en los casos
con material valido para diagndstico tanto en la biopsia como en el
aspirado con el indice de concordancia kappa. Se valord el parametro

Infiltrado/No infiltrado por un lado y la concordancia diagndstica por
otro, agrupando para ello las entidades diagndsticas codificadas:
leucemia linfatica cronica (LLC), sindrome linfoproliferativo cronico no
LLC (LPBC) (engloba linfoma de zona marginal LZM, leucemia de
linfocitos grandes granulares LLGG, linfoma de tejido linfoide asociado
a mucosas MALT, tricoleucemia TRICOL y linfoma linfoplasmocitico/
Walderstrom WALD, linfoma folicular LF, linfoma B de alto grado
LBCG (engloba linfoma B difuso de célula grande LBDCG y linfoma
de Burkitt LBurk), linfoma del manto LM, mieloma multiple MM,
linfoma T LT (engloba linfoma T periférico LT y linfoma anaplésico de
célula grande LACG), leucemia linfoblastica aguda LLA y linfoma de
Hodgkin clasico LH.

Resultados

De las biopsias practicadas, 16 biopsias fueron consideradas
insuficientes; 72 estaban infiltradas por un proceso linfoproliferativo y
102 biopsias no mostraron signos de infiltracion. Descontando los casos
insuficientes, el porcentaje de infiltracion medular fue del 41.4%. La
edad media de los pacientes con infiltracion medular era ligeramente
mayor que la de los pacientes sin infiltracion (60 afios/S5 afios). El
porcentaje de infiltracion era similar en el grupo de biopsias al inicio del
proceso (42%) que en los casos post-QT (39%) o en la recaida (41%)
(Tabla 1).

En cuanto a los diagndsticos iniciales, un 53% de los pacientes tenian un
diagnostico inicial de linfoma de bajo grado, en su mayoria B (LLC,
14%; LLP, WALD, MM o Gammapatia monoclonal de significado
incierto (MM/WALD)12%; TRICOL 3%; LZM 3% o MALT 8%;
LLGG 0.5%; LF 13%). El otro 47% de los casos tenian linfomas de alto
grado (LM 8%; Linfoma B difuso de célula grande (LBDCG) 15%
(incluye un Linfoma B mediastinico); LBurk 3%; Linfoma B primario
cerebral (L-SNC) 2%, Linfoma T periférico (LT-NOS) 3%; LH 12%;
Linfoma linfoblastico T o Leucemia Linfoblastica aguda (LLA/LLB)
2%) (Tabla 1).

Analizando las 72 médulas infiltradas, entre los Linfomas de alto grado
destaca que el 100% de los Linfomas T-NOS estudiados presentaban
infiltraciéon medular, tanto al inicio como en el grupo post-QT. Los
LBDCG afectan la médula en un 20% de casos, aumentando su
frecuencia en las recidivas, en donde alcanzan un tercio de los casos. La
afectacion medular en los LBurk ha sido similar en el grupo sin
tratamiento inicial o tras QT, en torno al 40%. Los L-SNC se comportan
como enfermedad local, sin afectacion medular. Los LH afectan la
médula en una frecuencia similar a los LBDCG, aunque la infiltracion
es inicial y no se observa en los casos ya tratados. Los LM infiltran
también el 100% de los casos al diagnostico, pero desaparecen tras la
QT y las recaidas son extramedulares.

Entre los linfomas B de bajo grado, es la LLC la que con mayor
frecuencia infiltra (76% de los casos, siendo mayor de un 90% en los
pacientes sin tratamiento). La TRICOL infiltra el 100% de los casos al
inicio, pero responde bien a la terapia, con 0% de casos infiltrados
post-QT. Casi la mitad de los LF infiltran la médula inicialmente, pero
también responden a la terapia, desapareciendo de la médula. Sin
embargo, en la recaida presentan un patron mas agresivo, de célula
grande en un caso y tipo Burkitt en otro. Los linfomas MALT no
infiltran la médula excepto en un caso, con diagnoéstico inicial en
amigdala, pero con esplenomegalia y leucemizacién acompafiante, que
se comportd mas como un LZM. Los LZM infiltran la médula
inicialmente en un 50% de casos, pero la infiltracion desaparece en los
casos tratados (Tabla 3).

Si observamos los patrones de infiltracion, el patrén que predomina es el
Intersticial (32%) que junto con el Difuso (16%) suman la mitad de los
casos. Va seguido del patrén nodular (25%), mixto (15%) y del
paratrabecular (10%). Si bien el paratrabecular es el menos frecuente,
estd asociado en un 85% de casos a LF (una excepcion es un LBDCG
que se presenta en médula con patron de LF de célula pequefia y una
LLC ya tratada). El resto de patrones no son especificos de ninguna
entidad, aunque los LH han mostrado s6lo un patron nodular. Los LT
también han adoptado en su mayoria el patron nodular (2/3). Los
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Tabla 3. Nimero de casos infiltrados en la biopsia y el aspirado segun el
diagnéstico inicial del paciente, desdoblado por tipo de biopsia (ver abreviaturas en
el texto)

ASPIRADO BIOPSIA  |Infiltracion

N vélidos/n N vélidos/n Biopsia

infiltrados infiltrados
DIAGNOSTICO ASPIRADO B TOTAL B inicial B B )

POST-QT|RECAIDA
LLC/SLL 2418 (75%) 25/19 (76%) 12Mm 1/6 2/2
LLP/MM 20/16 (80%) 2115 (71.4%) 17M 4/4 -
LZM 4/3 (75%) 4/1(25%) 21 2/0 -
MALT 14/2 (14%) 14/1(7.1%) 141 - -
TRICOL 5/5 (100%) 5/3 (60%) 3/3 2/0 -
LM 14/6 (43%) 14/5 (35.7%) 4/4 4/0 6/1
LF 24/9 (37.5%) 24/9 (37.5%) 1717 5/0 2/2
LLGG 1/1(100%) 1/1(100%) n - -
LBDCG 26/5 (19.2%) 26/5 (19.2%) 21/4 2/0 31
LBURKITT 5/1(20%) 5/2 (40%) 31 2/ -
LB-SNC 4/1(20%) 4/0 (0%) 4/0 - -
LT-NOS 6/2 (33%) 5/5 (100%) 2/2 313 -
LACG 5/1(20%) 4/1(25%) 2/0 21 -
LHC 18/0 (0%) 19/3 (16%) 15/3 1/0 3/0
LLA/LLB 3/3 (100%) 3/2 (66%) 21 - n
TOTAL 172/73 174/72 119/50 38/15 1777
(42.4%) (41.4%) (42%) (39%) (41%)

LBDCG mantienen un patréon nodular/paratrabecular, excepto un caso
con transformacion Burkitt-like, que como el resto de LBurk mostr6 un
patrén difuso. En cuanto a los linfoproliferativos B de célula pequefia,
las LLC, TRICOL, LZM, MALT y MM/LLP muestran con mayor
frecuencia patrones difusos o intersticiales pero los LM muestran al
50% patrén difuso o nodular. Se aprecia un incremento de los patrones
mixtos (nddulo-intersticial o noédulo-difuso) y difuso en las recaidas,
disminuyendo los patrones trabeculo-nodulares puros (Tabla 4).

Si analizamos el resultado de los aspirados, 18 casos se consideraron
material insuficiente (aspirado seco o escaso para estudio de CMF) y la
médula estaba infiltrada en 69 casos (40.1% de los validos). El

Tabla 4. Patrones de infiltracién tumoral que presentaron los 72 casos de linfoma
con médula infiltrada (ver abreviaturas en el texto).

Diagnostico Patron de infiltracién
Biopsia
difuso | intersticial | nodular | paratrab | mixto Total
LLC| 4 5 3 1 6 19
LZM 0 1 2 0 0 3
LF| 0 0 1 6 0 7
LLGe| © 1 0 0 0 1
TRICOL| O 3 0 0 0 3
MM 0 7 0 0 0 7
LM 2 0 2 0 1 5
LBDCG| O 3 2 1 0 6
LBURK| 4 0 0 0 0 4
LH 0 0 2 0 0 2
LLA| 2 0 0 0 0 2
LACG| © 0 1 0 0 1
LT 0 1 3 0 1 5
WALD 0 3 1 0 3 7
Total 12 24 17 8 1" 72

diagnoéstico mas frecuente emitido fue de LLC (18%) y LPBC (18%). Se
obtuvo diagndstico especifico de algunas entidades, como LF, 7.6%;
TRICOL, 6.1%; MM, 17%; WALD, 4,5%; LT, 3%; LM, 6%; LLA, 3%
y LZM, 1.5%. Al comparar los resultados de ambas técnicas para 157
casos en los que hay resultados validos por ambos métodos, el grado de
concordancia para identificar Infiltracion/ No infiltracion es bueno, con
un indice kappa del 65.4% (Tabla 5). Al comparar los resultados de los
diagndsticos en los casos infiltrados por ambos métodos (49 casos),
agrupados por entidades correspondientes a LLC y otros LPBC, LF,
LBCG, LM, LT y LLA, obtenemos un nivel de concordancia muy
bueno, del 85.1%. Las discordancias diagnosticas se han visto
principalmente en los tumores de célula grande B, los LT-NOS y LACG
y también en los LH (mayor rendimiento de la biopsia sobre el
aspirado), mientras en los LPBC, el rendimiento es mayor en el aspirado
(Tabla 6).

Tabla 5. Concordancia Infiltracion/No infiltracién para Biopsia y Aspirado. indice
Kappa: 65.4 %.

Infiltracion Biopsia
NO Sl Total
NO Recuento 82 12 94
Infiltracion % del total 52.2% 7,6% 59.9%
Aspirado Sl Recuento 14 49 63
% del total 8.9% 31,2% 40,1%
Total Recuento 96 61 157
% del total 61,1% 38,9% 100,0%
Conclusiones

Este es un estudio sencillo, una breve revision de nuestros resultados. El
numero no permite extraer resultados con significacion estadistica, pero
si permite ver qué esta ocurriendo en nuestro centro y compararlo con
los resultados de otros grupos que han estudiado series mas largas.

En nuestro grupo, un 41% de las médulas estaban infiltradas por
linfoma, con unos valores similares tanto en la biopsia inicial (42%)
como en las muestras post-QT o en recaida (39-41%). Estos valores son
similares a lo observado en otras series occidentales!* o norteafricanas,?
pero discretamente inferiores a lo obsevado en series mas antiguas, en
donde el porcentaje de infiltracion alcanzaba un 60% de las muestras,®
o muy superiores a lo observado en series mas recientes orientales,
como la de Shi et al” en un estudio de 950 pacientes chinos, en donde
s6lo encuentra un 16% de infiltracion, o la de Kim,? grupo coreano de
248 casos, con un 24% de infiltracion. Parece por tanto que hay fuertes
diferencias epidemioldgicos entre los grupos (tal vez motivados por la
diferente distribucion de los linfomas en Oriente y Occidente), aparte
del estadiaje al momento del diagnostico o de la edad de los pacientes,
ya que apreciamos un mayor nimero de casos infiltrados en pacientes
afiosos.

La mayor frecuencia de infiltracion medular en linfomas de células
pequefias también se ve en otras series europeas,® por factores
epidemiolégicos, la mayor esperanza de vida y la mayor prevalencia de
estas formas en pacientes de edad avanzada. En relacion con lo anterior,
la edad media era ligeramente mayor en los pacientes que presentaron
infiltracion medular, algo que cabe esperar al relacionarse ésta con
estadios mas avanzados de la enfermedad y también con tipos de
linfoma mas prevalentes en pacientes aflosos como la LLC, donde la
infiltracion medular inicial es elevada (76%).1-6

La infiltracién por LBDCG es relativamente baja en nuestra serie si la
comparamos con otras series publicadas con frecuencias cercanas al
30%° mientras que la afectacién medular por LH se demuestra superior
a la recogida en la literatura (20% frente al 5-10%).!

Al igual que el resto de series presentadas, no hay patrones medulares de
infiltracién especificos, predominando el patron mixtol. Se confirma
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Tabla 6. Comparacién de diagnésticos emitidos por Biopsia y por Aspirado. indice de concordancia diagnéstica (para diagndsticos codificados) kappa: 85.1% (ver abreviaturas

en el texto).
ASPIRADO
LLC LZM LF TR MM LM LLA LT WAL LP LB NO INS TOTAL

BIOPSIA  |LLC 12 4 1 2 19
LZM 1 1 1 3
LF 4 1 1 1 7
LLGG 1 1
TRICOL 3 3
MM 7 7
LBDCG 2 3 1 6
LBURK 2 1 1 4
LH 1 1 2
LLA 2 2
LACG 1 1
LT 2 3 5
WALD 2 1 0 1 3 7
NO INF 1 1 3 3 3 85 6 102
INSUF 1 1 1 1 2 9 1 16
TOTAL 12 1 5 4 1 4 2 2 3 12 10 106 18 190

que los linfomas foliculares presentan preferentemente un patron
nodular paratrabecular (6/7 casos) y que los LBDCG no-Burkitt también
lo pueden presentar, con discordancia nodal-medular (patron
paratrabecular de célula pequefia en un 20% de casos).® Tras el
tratamiento, los patrones se vuelven mas mixtos (nodulo- intersticial) en
los grupos que inicialmente eran nodulares. Los tipos histologicos mas
agresivos de linfomas de alto grado presentan la misma frecuencia de
infiltracion medular al inicio y tras QT, indicando una pobre respuesta al
tratamiento, mientras que en los tipos menos agresivos y en los linfomas
de bajo grado la enfermedad medular desaparece post-tratamiento en
todos los casos.

El aspirado medular unido a la CMF ha dado unos buenos resultados
para identificar infiltracion neoplasica, con un 40% de casos infiltrados.
Observamos que el grado de concordancia biopsia/aspirado para la
infiltracion medular es bueno en nuestro centro, en torno al 65,5%. Este
valor oscila en las diferentes series revisadas (60-80%).17? Uno de los
principales problemas es el mimero de muestras insuficientes, que
difieren en biopsia y aspirado, lo que disminuye el grupo de resultados
comparables. La concordancia es mucho mayor si analizamos sélo los
diagndsticos emitidos por ambas técnicas en el grupo de infiltracion, que
alcanza el 85%, con resultados similares a otros grupos.!’ No hemos
podido comparar en esta serie las técnicas inmunohistoquimicas y de
CMF de una en una, que queda pendiente para una revision mas amplia,
pero la concordancia en la identificacién como linfoma B o linfoma T ha
sido del 100%. La concordancia asociando técnicas para valorar el
inmunofenotipo (Inmunohistoquimica y CMF) es muy superior a series
en donde solo se valora la morfologia (65% en las serie de El Bolkayni
et al y de Merli et al'?). La sensibilidad de la biopsia es mayor que la del
aspirado para la identificacion de neoplasias con escasa poblacion
tumoral (LH, identificada s6lo en la biopsia) o tumores de células
grandes, que pueden romperse y perderse en el estudio de CMF.!0
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Figura 1. Patrones de infiltracién medular encontrados: A, patrén paratrabecular en un Linfoma Folicular; B, patrén nodular central en un Linfoma del manto; C, patron difuso en
un Linfoma de Burkitt; D, patrdn intersticial en una Tricoleucemia; E, patrén mixto nédulo-intersticial en una LLC; F, patrén nodular amplio en un Linfoma T CD30+.
Hematoxilina eosina + anticuerpo primario empleado para su diagnéstico (indicado en la imagen).
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Caracterizacion de los sindromes linfoproliferativos B por citometria de flujo. Desafios

diagndsticos y nuevas estrategias de estudio

F. Tarin, H. Sarmiento, J. Verdq, F de Paz, S. Salazar, J. Cobo, P. Ruiz Sogorb.
Hospital General Universitario de Alicante.

Resumen

Las neoplasias de célula B madura constituyen un grupo muy amplio de
patologias de elevada prevalencia, en las que la caracterizacion
inmunofenotipica correcta es imprescindible para establecer el diagndstico,
prondstico y estrategia de sequimiento en la practica totalidad de los pacientes.
En los dltimos anos en el campo de la citometria de flujo se han desarrollado

Introduccion

Los sindromes linfoproliferativos de célula B (SLPB) representan la
contrapartida neoplasica de las células B maduras en su etapa
post-medular.! La clasificacion WHO establece los requisitos esenciales
para la caracterizacion de las diferentes entidades en funciéon su
contrapartida benigna, reconocible por sus caracteristicas fenotipicas,
citogenéticas y/o moleculares. En funcion de ello, los SLPB pueden
clasificarse en 3 grupos: neoplasias de célula pre-germinal (pre-CG),
germinal (CG) o post-germinal (post-CG).!

El estudio del inmunofenotipo, ya sea por inmunohistoquimica (IHQ)
en cortes de tejidos o por citometria de flujo (CMF) en suspensiones
celulares, aporta datos de gran utilidad para reconocer la estirpe celular
implicada, su grado de maduraciéon o activacion e identificar
alteraciones caracteristicas de la transformacion neoplasica.!?

En este sentido, la integracion de los datos clinicos, morfoldgicos,
inmunofenotipicos, citogenéticos y moleculares es esencial para
distinguir los procesos normales de los reactivos, clasificar
correctamente cada entidad, evaluar su pronoéstico, decidir el tratamiento
y planificar el seguimiento de cada caso individual.

La CMF es una herramienta fundamental para el diagndstico de SLPB
que permite caracterizar cada poblacion celular de forma especifica,
analizar un elevado numero de antigenos y alcanzar una elevada
sensibilidad en la deteccion de pequefias poblaciones que en algunos
casos puede aproximarse a las técnicas moleculares.? En los ultimos
afios se ha aplicado de forma practicamente generalizada a los SLPB
primariamente leucémicos, como la LLC, pero también a linfomas con
expresion en sangre periférica o que infiltran la médula d6sea. Los
principales SLPB en los que se dan estas circunstancias se recogen
dentro de las entidades recogidas en la clasificacion WHO y que se
enumeran en la Tabla 1.!

Las prestaciones de la CMF se han visto multiplicadas gracias al
desarrollo de nuevos citometros, fluorocromos, anticuerpos
monoclonales y herramientas informaticas, pero también limitadas por
la complejidad técnica y la capacidad de reproducir los experimentos, lo
que ha dificultado el consenso diagndstico entre diferentes centros. En
este sentido es destacable el esfuerzo del grupo cooperativo Euroflow,
cuyo objetivo es la estandarizacion del proceso diagnostico por CMF de
8 colores en neoplasias hematoldgicas, desde los procedimientos
técnicos, pasando por la eleccion y combinacién de anticuerpos, el
equipamiento y las estrategias de analisis e interpretacion.>*

De forma similar a los estudios de médula 6sea o sangre periférica, la
CMF se aplica a otras neoplasias linfoides que afectan liquidos
bioldgicos como liquido cefalorraquideo, vitreo, pleural, pericardico o
ascitico. En estos casos, aspectos como la escasez celular, la escasa
viabilidad de las células neoplasicas o la contaminaciéon por otras
poblaciones, son dificultades afiadidas.>*

nuevas estrategias diagndsticas basadas en la estandarizacion del proceso
diagnéstico y en el andlisis multiparamétrico de los datos y que permiten
caracterizar mejor las poblaciones normales, reactivas o neoplasicas presentes a
veces en una misma muestra. Disponemos, por lo tanto, de una herramienta
muy prometedora, aplicable a un nimero creciente de tejidos ya sean sélidos o
suspensiones celulares que permite caracterizar mejor las diferentes entidades.

Tabla 1. Clasificacion WHO de las neoplasias de célula B madura.
Entidad

Leucemia linfocitica crénica- linfoma
linfocitico

Contrapartida normal postulada

Células B post-CG, experimentada frente
a antigenos

Célula B madura en estadio de
diferenciacién desconocido

Leucemia prolinfocitica B

Linfoma esplénico de la zona marginal | Células B post-CG, experimentada frente

a antigenos

Tricoleucemia Células B post-CG tardia, activada y

memoria

Linfomas esplenomegalicos no
clasificables

- Tricoleucemia variante Célula B post-CG tardia y activada

Célula B madura en estadio de
diferenciacién desconocido

- Linfoma esplénico de pulpa roja

Linfoma linfoplasmocitico Célula B post-CG con diferenciacion a

célula plasmatica

Linfoma marginal nodal

Célula B post-CG, experimentada frente

a antigenos
Linfoma foliculary subentidades Célula B del CG
Linfoma de células del manto Célula B pre-CG nativa de la zona del
manto
Linfoma difuso de célula grande By Célula B del CG

subentidades
Linfoma de Burkitt

Linfoma B inclasificable con hallazgos
intermedios entre linfoma de Burkitt y
difuso de célula grande

Célula B del GC o post-CG
Células B del CG

Por otra parte, el estudio por CMF de tejidos solidos (biopsias o
punciones de ganglio linfatico, piel, tracto digestivo y otros) presenta
una demanda asistencial creciente a pesar de las pérdidas celulares
derivadas de los procedimientos de disgregacion mecénica que
tradicionalmente repercuten en una disminucion de rendimiento
diagnostico.®” No obstante, en nuestra experiencia, la CMF puede
aportar datos complementarios de gran interés que apoyan la siempre
dificil labor del patologo. En este sentido es imprescindible la adecuada
coordinacion con los servicios de Anatomia Patologica de cada centro
para interpretar la informacion en el contexto de un diagnostico
integrado.

Caracteristicas inmunofenotipicas generales de los SLPB

El estudio inmunofenotipico de las neoplasias linfoides presenta ciertas
particularidades que es preciso recordar. No existe ningun marcador que
por si solo sea especifico de enfermedad, aunque en algunas entidades,
como en la LLC o la tricoleucemia (TL), la combinacion de diferentes
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antigenos es practicamente diagnostica.*® Otras patologias pueden
presentar caracteristicas fronterizas que las hagan dificilmente
distinguibles entre si, como ocurre entre linfomas linfoplasmociticos y
linfomas marginales, o linfomas del manto y leucemia prolinfocitica
B.23

Asimismo, es habitual la presencia de inmunofenotipos atipicos dentro
de patologias comunes, que las puede hacer dificilmente reconocibles,
como linfomas del manto CD5- o linfomas foliculares con expresion
débil de CD19 o CD10.28 Finalmente, podemos observar discrepancias
en la expresion antigénica entre diferentes tejidos del mismo paciente
(CD10 suele ser mas intenso en ganglios linfaticos que en sangre
periférica en linfoma folicular).®

Atendiendo a esta diversidad, el grupo de Craig propuso una
clasificacion sencilla y practica que distingue 4 grupos de SLPB
basandose solamente en la expresion de CD5 y CDI10, donde son
incluibles virtualmente todos los pacientes. Los grupos distinguen SLPB
CD5+/CD10-, CD5-/CD10-, CD5-/CD10- y CD5+/CD10+ (Tabla 2).2
Esta clasificacion, aunque no discrimina las diferentes entidades segun
su origen celular o estadio madurativo, es de notable ayuda como punto
de partida en el diagnostico inicial por CMF.

Recientemente el consorcio Euroflow ha estandarizado un panel de 5
combinaciones de 8 colores con el objetivo de alcanzar la maxima
reproducibilidad y correlacion con la clasificacion WHO (Tabla 3).4 La
filosofia de este panel es la seleccion de las combinaciones de
anticuerpos que resulten mas informativas, la eliminacion de aquellos
que aporten una informacion redundante y la posibilidad de trabajar en
modulos ampliables, en los que no se requiere el estudio completo en
todos los casos. Por ejemplo, la gran mayoria de las LLC son
diagnosticadas con las 2 primeras combinaciones, pero pueden ser
necesarias ampliaciones en los casos dudosos. Ademas, cada caso
particular puede ser testado con una base de datos de controles sanos o
grupos concretos de patologias, analizando sus semejanzas y
aproximando el diagnéstico de forma probabilistica. Con esta estrategia,
es posible estudiar los patrones caracteristicos de las principales
entidades WHO con algunas excepciones.

Leucemia linfatica cronica (LLC)-linfoma linfocitico de célula
pequena

La LLC es la leucemia mas comun en adultos en los paises occidentales
(2-6 casos/105 habitantes y afio), aumenta su frecuencia con la edad y
puede originarse a partir de linfocitos B con diferentes estados
mutacionales de IgVw (variantes mutada y no mutadas).!-¢

El término linfoma linfocitico de célula pequefia puede considerarse
equivalente a LLC y se aplica a aquellos casos con expresion ganglionar
y escasa o inaparente expresion en sangre periférica y médula oOsea.
Aunque la mayoria de estos pacientes presentan una pequefia poblacion
detectable en dichos tejidos, el diagnostico viene dado habitualmente
por biopsia ganglionar.!

Las células neoplasicas de la LLC tipicamente presentan por un patrén
FSC/SSC similar a los linfocitos normales y muestran un fenotipo
caracterizado por la expresion de CD5, CD23, CD43 y CD200,
reactividad débil para CD20, CD22, CD79b y IgS (cadenas ligeras k o
)) asi como ausencia de positividad para FMC7.269 Otros marcadores
habitualmente positivos son CD21, CD24, CD25, CD27, CD39,
CD40,CD45RA, CD62L, CXCRS, sIgM y cyBcl2, mientras que CD1l1c,
CD38, CD45RO y CD95 presentan una expresion variable.®

Tabla 3. Panel Euroflow para el estudio de neoplasias de célula B madura.

Tabla 2. Clasificacion de las neoplasias de célula B madura segtn su
inmunofenotipo.

Grupo CD5+ CD10-

Leucemia linfocitica crénica- linfoma
linfocitico

Grupo CD5- CD10+
Linfoma folicular

Linfoma del manto Linfoma difuso de célula grande

Linfoma de Burkitt

Leucemia prolinfocitica

Linfoma de la zona marginal Tricoleucemia

Linfoma difuso de célula grande Linfoma difuso de célula grande

Linfoma linfoplasmocitico
Grupo CD5+ CD10+
Linfoma folicular

Grupo CD5- CD10-

Tricoleucemia

Linfoma difuso de célula grande Linfoma de la zona marginal

Linfoma del manto
Linfoma de Burkitt

Linfoma difuso de célula grande

Linfoma folicular

Linfoma del manto

Con el fin de establecer los criterios diagnosticos esenciales, en 1994 la
profesora Matutes propuso un sistema de puntuacion o score, en el que
se otorga 1 punto para cada una de las siguientes caracteristicas: CD5+,
CD23+, CD22/CD79b débil, IgS débil, y FMC7 negativo.® Una
puntuacion de 4-5 es diagnostica de LLC y de 0-2 excluyente; la
puntuacion de 3 puede incluir otras entidades.” Este sistema permanece
en lineas generales vigente y alcanza su maximo rendimiento cuando se
complementa con datos morfologicos o citogenéticos en el contexto de
un diagnoéstico hematologico integrado.

Algunos casos de LLC presentan patrones atipicos que pueden
confundir la interpretacion, como la expresion débil/heterogénea de
CD5 o CD23, o moderada/intensa de IgS, CD79b o CD22. En nuestra
experiencia la suma de estos casos dudosos alcanza el 13% de los SLPB
y un porcentaje significativo de los mismos puede ser clasificados
finalmente como LLC atendiendo a la expresion de CD43, CD200 y el
patrén heterogéneo de CD20, siempre y cuando se excluyan otras
entidades, especialmente las clasificadas dentro del grupo CD5+/CD10-
de Craig.2 En algunos casos atipicos puede ser necesaria la biopsia
ganglionar, donde el patron histolégico y la positividad del marcador
LEF1 se han mostrado de gran ayuda en el diagnostico diferencial con
otros SLPB.!0

Por ultimo, indicar que el aumento de expresion de determinadas
moléculas como ZAP70, CD38 y CD49d se ha correlacionado con el
prondstico de la enfermedad. La falta de uniformidad en las técnicas de
deteccion ha limitado notablemente la reproducibilidad de los resultados
iniciales, que apuntaban a que ZAP70 y CD38 eran marcadores
surrogados del estado mutacional de IgHV.!! Por el contrario el
aumento en la expresion de CD49d, mas sencillo de cuantificar, parece
relacionarse con acortamiento del tiempo de duplicacion y del tiempo
libre de tratamiento en pacientes con [gHV mutado.!?

El score de Matutes como criterio diagndstico de referencia para LLC

Las nuevas estrategias de analisis basadas en las combinaciones
estandarizadas del grupo Euroflow permiten confirmar en lineas
generales la validez del score de Matutes con algunas consideraciones
(Figura 1). El marcador FMC7 se considera redundante y ha sido
eliminado de esta estrategia de analisis. Los marcadores CD20, CD43 y
CD200 resultan de utilidad para complementar el diagnostico. En la
gran mayoria de casos es suficiente la utilizacion de las 2 primeras

PacB PacO FITC PE PerCPCy5.5 PECy7 APC APCH7
CD4y CD20 CD45 CD8y slg KA CD56 y slg K CD5 CD19y TCRYD cD3 CD38
D20 D45 D23 D10 CD79b D19 D200 CD43
D20 D45 CD31 CD305 CD1lc D19 slgM CD81
D20 D45 CD103 D95 D22 D19 CXCRS5 CD49d
D20 CD45 CD62L CD39 HLADR D19 cD27
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Figura 1. Validacion de la estrategia andlisis en LLC basadas en el protocolo Euroflow
en (combinaciones 1y 2, tabla 3) una fusién de casos. 1a) El separador automatico de
poblaciones (APS) basado en 12 los marcadores B (incluyendo los comunes CD19,
CD20 y CD45) distingue linfocitos B normales (azul) de linfocitos de LLC (naranja)1b)
El andlisis de los parémetros en la poblacién B refleja un peso similar de los
marcadores del score de Matutes CD5, CD23, IgS y CD79b respecto a CD20, CD43y
CD200 1c) Con laas imagenes fusionadas creamos las imagenes de referencia de los
diferentes patrones de la poblacion B normal (azul) y de LLC (naranja)

combinaciones tanto para el diagnostico como para el seguimiento de
los pacientes incluyendo los estudios de enfermedad minima residual
que habitualmente se realizan habitualmente en sangre periférica.'3

Leucemia prolinfocitica B (LPL-B)

Descrita por J Galton en 1974 supone menos del 1% de las leucemias
linfociticas.!# El origen del prolinfocito B es controvertido y aunque
existen de formas de caracteristicas intermedias con LLC ambas
entidades se consideran diferenciadas.!

Se caracteriza por la linfocitosis elevada (habitualmente >100 x 10%L
alcanzando > 300.000) a expensas de linfocitos B grandes con
citoplasma abundante y moderada basofilia, nicleo redondo y cromatina
en grumos con un nucléolo vesicular y prominente. Suele asociar
esplenomegalia con o sin adenopatias.!-¢-14

El inmunofenotipo del prolinfocito se caracteriza por un patrén
FSC/SSC alto y un fenotipo claramente diferenciable de LLC, en el que
destaca la intensa positividad de IgS (cadenas ligeras k o A, IgM y/o
IgD), CD79b, CD20, CD22 y FMC7. La reactividad para CDS5 es
variable (20-30% de casos positivos) asi como para CD23 (10-20%),
CD200, CD25, CD27 y CDllc, siendo CD103, CD305 (LAIR-1) y
CD123 habitualmente negativos.!-6!5

El diagnostico diferencial incluye entidades tanto del grupo
CD5+/CD10- como CD5-/CD10-, destacando variantes leucémicas de
linfoma del manto. 2,15 Aunque existen datos clinicos, morfologicos e
inmunofenotipicos que pueden orientar dicho diagnostico se debe
recurrir al estudio por FISH, ya que la presencia de t(11;14)(q13;q32) ha
obligado a reclasificar un numero significativo de LPL-B y
considerarlas una forma de presentacion particular de LCM."> En
algunos casos puede plantearse asimismo el diagnostico diferencial con
LLC atipicas y formas variantes de tricoleucemia. A diferencia de los
tricoleucocitos, los prolinfocitos carecen de reactividad para CD103 y
muestran una menor expresion de CD11c y CD305 (LAIR-1).1615

iEntidad propia o forma de presentacion particular de linfoma del manto?

Las nuevas estrategias de andlisis basadas en las combinaciones
estandarizadas del grupo Euroflow demuestran un gran solapamiento
inmunofenotipico entre LPL-B con t(11;14), LPL sin t(11;14) y LCM.
Ambas entidades pueden presentar un inmunofenotipo dificilmente
distinguible (Figura 2). De forma equivalente, dichas entidades son
dificilmente diferenciables utilizando perfiles de expresion génica.'>

Tricoleucemia (TL)

La TL es un SLPB que afecta fundamentalmente a sangre periférica,
médula 6sea y pulpa roja esplénica. Su contrapartida normal es una
poblacion de células B memoria activada y/o presentadora de
antigenos.!10

Las células presentan una morfologia e inmunofenotipo muy
caracteristicos. Se trata de células de tamaiio intermedio, niicleo oval y
abundante citoplasma que presenta prolongaciones vellosas localizadas
en toda su superficie.»1¢ Entre los rasgos fenotipicos del tricoleucocito
destacan el patron particular FSC/SSC derivado de que el tricoleucocito
muestra dispersion frontal (FSC) y lateral (SSC) de luz anormalmente
elevadas y la reactividad muy elevada para los diferentes pan-B,
especialmente CD20.'%17 Junto a ello es practicamente definitiva la
expresion intensa de CDllc, CD25, CD103, LAIR-1 (CD305) y
CD123, aunque CD25 y CDI123 pueden ser expresados de forma
heterogénea. Desde el punto de vista IHQ, la Anexina A1 y HC2 son
marcadores de gran utilidad.!-1®

Ademas, el tricoleucocito expresa CD22, CD24, CD72, CD79b,CD200,
FMC7, y IgS (cadenas ligeras x o A), sIgM y/o sIgD, aunque también
pueden ser positivo para sIgG y/o sIgA.!-1o

Habitualmente la TL se incluye dentro del grupo de neoplasias linfoides
CD5-/CD10-, aunque hay excepciones y en nuestra experiencia hemos
recogido 3/11 casos CD10+y 1 caso con reactividad débil frente a CDS.

Desde hace afos se reconoce la existencia de una forma variante de la
TL de pronoéstico adverso, en la que las células neoplésicas no expresan
un fenotipo tipico de HCL. Aunque suelen expresar CD103 (60%) y
CDllc intenso, generalmente los antigenos CD25, CD123, Anexina A
son negativos y suelen tener expresion débil de CD200. La

a c c tricoleucemia variante se incluye actualmente dentro de las
3 leucemias/linfomas de célula B esplénicas inclasificables de la
H . %
& g clasificacion WHO.
8. ©
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CD19 | 6%

" cps

Cpas | 5%

Figura 2. Paciente inicialmente diagnosticado de LPL-B de caracteristicas clinicas
(leucocitosis 510.000/mcrL, esplenomegalia) y morfolégicas tipicas en el que se
demostrd la presencia de t(11;14) (q13;q32).2a) APS separa la poblacion B normal
(azul) fusionada con la poblacion linfoide problema (naranja) 2b) Los marcadores
indicados son los que mds diferencian ambas poblaciones 2c) La poblacién
patoldgica es CD5+, IgS (cadenas ligeras k) CD22+, CD10-, CD23-,CD43-, CD200-,
CD39+/- 2d) Los marcadores de tricoleucemia variante son negativos

cp11c
ootte
[TITTS

cpizs

cp123

©D123

Figura 3. Estrategias de analisis de EMR en TL basadas en la configuracién de
imégenes de referencia con los 4 marcadores mas informativos (CD103, CD11c, CD25
y CD123). D) Paciente con abundantes TL en el momento del diagnéstico con los que
se crea una imagen de referencia para el seguimiento S1) Control d seguimiento
intermedio en el mismo paciente con un 0.07% de células residuales S2) Tras haber
completado el tratamiento donde no se detecta enfermedad
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Enfermedad minima residual en TL

En los ultimos afios ha cobrado gran interés el estudio de enfermedad
minima residual en TL que puede ser aplicado con una alta sensibilidad
tanto en sangre periférica como médula 6sea. El inmunofenotipo
particular del tricoleucocito permite su rastreo con elevada sensibilidad,
utilizando imagenes de referencia basadas en los marcadores
caracteristicos (Figura 3), si bien se debe prescindir del CD20 en casos
tratados con rituximab.

Linfoma de células del manto

El LCM supone alrededor de 5-10% de todos los linfomas del adulto y
representa la contrapartida neoplasica de las células B virgenes de la
zona del manto. La t(11;14)(q13;q32) entre los genes de la ciclina D1 y
la IgH es casi constante, aunque en raras ocasiones puede estar ausente
siendo la ciclina implicada D2 o D3.1$

El LCM es una enfermedad de mal pronéstico y la mayoria de pacientes
diagnostican en estadios avanzados y por ello con frecuencia presentan
infiltracion de médula dsea y afectacion de sangre periférica.>!8 Por
ello es una enfermedad bien caracterizada desde el punto de vista del
inmunofenotipo, aunque muy heterogénea como posteriormente
Veremos.

Los linfocitos neoplasicos pueden presentar diferentes patrones
FSC/SSC (bajos en formas maduras, altos en formas blasticas) e intensa
positividad de IgS (con mayor frecuencia A, IgM y/o IgD), CD79b,
CD20, CD22, CD24 y FMC7. 2,3,6,19 Junto a ello, comparten algunas
caracteristicas con la LLC, fundamentalmente la expresion de CDS5 y
CD43 pero carecen de reactividad clara para CD23 y CD200.1° La
reactividad para CD38 es variable, aunque en términos generales es
superior a la detectada en la LLC.°

El diagnostico diferencial del LCM incluye fundamentalmente las
entidades CD5+/CD10- de la clasificacion de Craig, aunque en
ocasiones puede presentarse dentro de las CD5- e incluso CD10+. Es
por ello pertinente el estudio de t(11;14) en casos de cualquier SLPB no
filiado en el que se detecte rotura de IgH asi como el estudio histoldgico
e [HQ del tejido afecto.
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CD5- (12%) e incluso CD10+ (8%), cabe destacar otras alteraciones
como la expresion débil o ausente de CD43, de slg e incluso la
expresion de CD23, que configuran en ocasiones un espectro
inmunofenotipico dificilmente reconocible.® Las caracteristicas
particulares de cada caso particular deben ser conocidas para realizar un
seguimiento correcto de la enfermedad, incluyendo los estudios de
enfermedad minima residual, que parecen predecir el tiempo hasta la
recaida de forma relativamente fiable.?

Linfomas marginales, linfomas esplénicos y
linfoplasmociticos

Este grupo de patologias presenta grandes dificultades en el diagnostico
diferencial por tratarse de entidades fronterizas entre las cuales las
diferencias inmunofenotipicas suelen ser sutiles, debiéndose recurrir
habitualmente a estudio histologico para establecer el diagnostico
definitivo. Clinicamente también presentan semejanzas, y con
frecuencia se comportan como linfomas indolentes o poco agresivos,
con adenopatias pequeflas, esplenomegalia, citopenias, presencia de
inmunoglobulinas monoclonales en suero y trastornos
autoinmunes.?!?>23

El linfoma esplénico de la zona marginal (LEZM) es el que con mas
frecuencia presenta infiltracion de médula dsea (75-90%) y/o sangre
periférica (65-85%).1?2 La morfologia de sangre periférica es sugestiva
por la presencia de linfocitos maduros pequeflos o medianos, con
frecuencia de aspecto velloso, por lo que este linfoma se ha denominado
también linfoma velloso esplénico.''#22 En ocasiones, los linfocitos
neoplésicos alcanzan un tamafio mayor y morfologia monocitoide.14

A diferencia de la LLC y en semejanza a otros linfomas leucemizados,
estos linfocitos son intensamente positivos para IgS (habitualmente IgM,
Kk o A) CD20, CD22, FMC7, CD79a, CD79b, CD24 y CD27, y negativos
para CD43, CD23, CD10, CD103 y CD25.21* Algunos casos pueden
expresar inmunoglobulina intracitoplasmatica (cylg), IgD y CD38.21-2
Existen formas CD5+ que pueden confundirse con LLC o con LCM,
que se han relacionado con recuentos linfocitarios elevados.?*

El diagnostico se alcanza mediante el estudio histologico del bazo. La
lesion esplénica se caracteriza por un infiltrado linfoide micronodular
centrado en la pulpa blanca, con infiltracion variable de la pulpa roja,
diferenciacion marginal y reemplazamiento folicular.?!-3

El linfoma de zona marginal nodal, es una entidad menos habitual que el
LEZM. La afectacion de sangre periférica es poco habitual y cuando se
produce suele presentar recuentos linfocitarios bajos.2> Por lo demas el
inmunofenotipo es superponible al LEZM, aunque se ha descrito que
puede expresar IgD y CD43 con mayor frecuencia.®
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Figura 4. Algunas variaciones inmunofenotipicas en LCM. 4a) Paciente CD5+/-, IgS
kappa K +, CD43- 4b) Paciente CD22+/-IgS - 4c) Paciente CD5+/-, CD22-, CD43+/-

Variabilidad inmunofenotipica en LCM

La citometria de flujo sea extendido como arma diagnodstica esencial en
LCM, tanto en el estudio de tejidos solidos como de sangre periférica..
Sin embargo, las variaciones en el inmunofenotipo de LCM son
frecuentes y pueden causar dificultades tanto en el diagndstico como en
el seguimiento de los pacientes (Figura 4). Existen formas atipicas

APS 2 " 1gS Kappa
FSC 5% 9° Happa

Figura 5. Estudio de 2 pacientes con linfocitosis monoclonal persistente no LLC. 5.a)
LMB tipo célula “normal”. En este paciente el APS separa 2 poblaciones en la
poblacién, la normal (azul) y la clonal (naranja) a expensas fundamentalmente de la
restriccion kappa/lambda. Cuando retiramos kappa y lambda del estudio
multiparamétrico las dos poblaciones B son indistinguibles 5.b) LMB tipo linfoma
indolente. En este paciente el APS separa 2 poblaciones en la poblacién, la normal
(azul) y la clonal (naranja) a expensas fundamentalmente de la restriccién
kappa/lambda y otros marcadores como CD200 y CD11c. Cuando retiramos kappa y
lambda del estudio multiparamétrico las dos poblaciones B siguen separadas.
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El linfoma esplénico de pulpa roja, puede ser clinicamente
indiferenciable del LEZM e incluso el patron de infiltracion medular es
similar.?® Aunque sélo se puede confirmar el diagnostico definitivo
mediante el estudio del bazo, podemos sospecharlo cuando expresa
algiin marcador similar a TL, como CD103, CD123 y CDlIc, hecho
mas frecuente que en los linfomas marginales. Por el contrario CD25
suele ser negativo.!2¢

Por ultimo, en el linfoma linfoplasmocitico (LLP), incluyendo la
macroglobulinemia de Waldestrom, la presencia de células patologicas
en sangre es menos habitual que en LEZM.?” Por el contrario
frecuentemente presenta afectacion de médula 6sea, aunque hay que
sefialar que el grado de infiltracion esta con frecuencia infraestimado por
CMF, probablemente por aspectos relacionados con la fragilidad o la
adhesividad del linfoplasmocito al estroma. Tipicamente se detectan
linfocitos pequefios clonales, linfoplasmocitos cylg y células
plasmaticas con restriccion de cadena ligera de Igs. Caracteristicamente,
en la macroglobulinemia de Waldestrém se observa expresion de sigM
(predominado los k+ sobre los A+) asi como CD25, CD27 y CD22
débil 2728

;Linfocitosis monoclonal benigna o expresion minima de linfoma indolente?

Los casos de linfocitosis con fenotipo similar a LLC pero que no retinen
criterios de la misma (<5.000/uL) o de linfoma linfocitico son
catalogados como linfocitosis monoclonal benigna.?® Sin embargo es
frecuente que se presenten linfocitosis monoclonales persistentes de
inmunofenotipo similar a otros procesos linfoproliferativos indolentes o
que presenten escasas diferencias con la normalidad (Figura 5). En
estos casos es recomendable el estudio completo y seguimiento del
paciente puesto que en realidad pueden representar formas iniciales de
algunos SLPB, especialmente de los grupos anteriormente referidos.

Linfoma folicular (LF)

Es una neoplasia derivada de células B del centro germinal que afecta
predominantemente a ganglios linfaticos, médula 6sea y anillo de
Waldeyer. Supone un 20% de todos los linfomas y generalmente se
caracteriza por la presencia de t(14;18)(q32:q21) que supone el
reordenamiento de Bcl2 con los genes de IgH. !¢

Se trata de un linfoma que se encuentra leucemizado en el 40%-50% de
los pacientes al diagnodstico. Morfologicamente es caracteristica la
presencia de linfocitos con niicleo hendido (centrocitos) coexistiendo
con frecuencia con células de mayor tamafio (centroblastos) en
proporcion variable.!

Las células del LF habitualmente muestran un fenotipo de célula de CG,
siendo CD10+ bel6+ y cyBcel2+ y CD43-. 1 Con frecuencia presentan
expresion anormalmente débil de CD19 asi como un patréon FSC/SSC
muy bajo. Ambos aspectos deben ser cuidadosamente valorados para
investigar pequefias infiltraciones ya que la poblacion patoldgica puede
pasar desapercibida.3%3° En otras ocasiones coexisten células con
FSC/SSC intermedio, que puede llegar a ser la poblacion dominantes
planteando dudas diagndsticas con variantes més agresivas.3?

Adicionalmente, las células del LF presentan intensa reactividad para
slg (k o A) habitualmente IgM, IgG, IgD o con menor frecuencia IgA.
Junto a ello, también es intensa la expresion de antigenos B comunes
como CD20, CD22, FMC7 y CD79b, siendo negativos CD5, CDl1lc,
CD23, CD43, CD103, y CD200.°

La histologia, IHQ y el estudio citogenético por FISH son imperativos
para el diagnoéstico definitivo del LF y el reconocimiento de sus
diferentes grados y variantes, ya que en algunos casos pueden presentar
caracteristicas atipicas. Asi, el LNH folicular cutdneo primario las
células neoplasicas suelen carecer de IgS, mayor frecuencia son CD10-
y expresan cyBcl2 de forma menos intensa y la variante pediatrica que
suele ser cyBcl2 negativa y no presentar la t(14;18).!

El screening de células de LF en SP o MO debe ser cuidadosamente valorado

Habitualmente, para investigar la presencia de células B anormales en
SP o0 MO partimos de una estrategia basada en la seleccion de linfocitos
totales con FSC/SSC y/o SSC/CD45 y la identificacion de la celularidad
B con CD19. Sin embargo, las caracteristicas particulares de las células
de LF (negatividad o expresion anormalmente débil de CD19 y patréon
FSC/ SSC muy bajo) deben ser bien conocidas para evitar infraestimar o
incluso ignorar la poblacion patologica que puede pasar desapercibida
(Figura 6).

Linfoma B difuso de célula grande (LDCG)

En la clasificacion WHO, el LDCG incluye en realidad diferentes
subtipos de linfomas, lo que refleja su gran heterogeneidad clinica,
histologica, genética, y molecular. De acuerdo con los perfiles de
expresion gendmica, se distinguen dos variantes principales: tipo CG y
tipo célula B activada que no siempre son sencillos de distinguir por
criterios morfoldgicos o THQ.! La variante CG es habitualmente
CD10+IRF4- y con frecuencia presenta la t(14;18)(q32;921) o
reordenamientos en bcl6, mientras que la variedad de célula B activada
es habitualmente CD10-IRF4-.! Dadas las importantes excepciones a
esta clasificacion basica han desarrollado diferentes algoritmos como el
de Choi o el propuesto por Hans, que incluyen otros marcadores como
MUM-1, FOXP1 o GCET1 y que se correlaciona con el subtipo de
perfil de expresion génica en algunos estudios hasta en un 86% de los
casos.3132
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Figura 6. Estudio de médula ésea en linfoma folicular al diagnéstico. 6a) La
poblacién patoldgica (naranja) es de pequefio tamafio y expresion de CD45
correspondiente a célula madura 6b) Observamos la expresiéon de CD19 disminuida
respecto a la poblacién normal (los puntos sefialan las medianas de fluorescencia
respectias). 6¢) L poblacién patoldgica presenta expresion intensa de cadena ligera

1gS Lambda

APS en CD19+

A" ey
e s

T
lgSKappa

cD43
TgM
cp10
IgSkappa

1%
9%
8%

7%
6%
6%

FSCA

IgK

st

Figura 7. Las nuevas estrategias de analisis por CMF son de gran ayuda en
diagnéstico de LDCG en tejido ganglionar. 7a) EI APS separa con claridad una
poblacién B policlonal (azul) de una patoldgica (roja) 7b) La poblacién policlonal
expresa cadenas ligeras de superficie K y X en proporcién normal. La patoldgica
expresa K débil 7c) Las diferencias fenotipicas demostradas por el APS son
apreciables cuando se estudian por separado en comparativa con poblaciéon normal
(mayor tamafio y complejidad, mayor expresién de CD43, sigM, CD10 y menor de

. La poblacion B restante estd constituida por linfocitos B policlonales (azul) y
precursores B (amarillo).

cadena ligeras de superficie K).
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La CMF tradicionalmente tiene un papel secundario en el diagnostico
del LDCG.?? A la heterogeneidad de la patologia, se une el hecho de que
menos de un 5% de casos de LDCG presenta afectacion en SP y en
torno al 15% de MO.32 En estos casos, la CMF se ha mostrado como
una herramienta complementaria util en el diagnostico de extension, y
en muchas ocasiones no se realiza el estudio detallado del
inmunofenotipo en estas poblaciones.

Las células neoplasicas de LDCG muestran un patrén de dispersion de
luz FSC/SSC anormalmente alto y un inmunofenotipo que no encaja
con otros SLPB.® La variante de CG es habitualmente CDI10+ vy
cyBcl2+ y muestra reactividad heterogénea para CD43 y CD200.!2 Los
marcadores B comunes como CD19, CD20, FMC7, CD22, CD79 vy slg
suelen estar intensamente expresados en cualquiera de las formas de
LDCG, pero es destacable que con frecuencia encontramos expresiones
atipicas, débiles, heterogéneas e incluso negativas de alguno de ellos,
por lo que es muy util comparar con una poblacion linfoide B normal si
la podemos detectar en la muestra analizada.

Algunos casos de LDCG expresan otros marcadores como CDS5 y
CD23.23* El LDCG CD5+ representa un 10% de los LDCG vy parece
comportarse como una variante particularmente agresiva con cierta
tendencia a la leucemizacion, que hay que diferenciar de la variante
blastica de LCM. Puede observarse expresion de CD30, especialmente
en la variante anaplasica de LDCG.*

El estudio de ganglio linfatico por CMF aporta datos de interés creciente en
LDCG

Aunque el diagnodstico se debe basarse en el estudio histologico del
tejido afecto, en los ultimos afios la demanda de estudios de ganglios
linfaticos se ha multiplicado en nuestro centro. En los 2 ultimos afios
hemos recogido la experiencia de mas de 60 ganglios afectos por este
tipo de linfoma, correlacionando correctamente nuestra sospecha
diagnostica con el resultado anatomopatologico en el 85% de los casos.
Las 3 caracteristicas que mas orientan a este tipo de linfoma son: (1) el
patrén FSC/SSC elevado, (2) la restriccion de IgS (cadenas ligeras k o
\)) asociada a un perfil fenotipico no caracteristico de otros SLB, (3) las
alteraciones en la intensidad de expresion (desde hiperexpresion a
hipoexpresion) de marcadores comunes de linea B (Figura 7). La
citometria permite de forma rapida confirmar la validez de la muestra
extraida, orientar el diagnostico, personalizar el perfil FISH y estimar la
agresividad del proceso.??

Linfoma de Burkitt

Es una neoplasia B derivada de linfocitos de CG que presenta una
actividad proliferativa particularmente elevada y que se asocia a la
traslocacion del protooncogén c-myc (8q24) con los genes de las
inmunoglobulinas IgH o IgL Se reconocen tres variantes, la esporadica,
la endémica asociada al virus de Epstein Barr, y la asociada a
inmunodeficiencia, especialmente como manifestacion de la
primoinfeccion por HIV. Aunque estas formas presentan caracteristicas
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Figura 8. Algunas diferencias entre 2 pacientes con LB clasico y linfoma intermedio
LB/LDCG. Obsérvese patrén FSC/SSC que en ambos casos refleja una célula de gran
complejidad. La presencia de gigantismo es especialmente apreciable en la variante
intermedia, asi como la expresion heterogénea de CD20 y la positividad a CD23.

clinicas diferentes, tienen en comun la elevada frecuencia de afectacion
extranodal.! Existe asimismo la variante leucémica (leucemia
linfoblastica B L3/tipo Burkitt de la clasificacion FAB) como forma de
presentacion inicial de la enfermedad.!

Desde el punto de vista del inmunofenotipo, la célula B neoplasica
presenta caracteristicas de dispersion de luz FSC/SSC que corresponden
a las de un linfocito grande o intermedio con un patron SSC
anormalmente elevado (Figura 8) debido a su frecuente
vacuolizacion.?637 Expresa antigenos B comunes como CD19, CD20,
CD22 y CD79b junto a reactividad muy intensa para CD10, CD43,
slgM y CD38. Habitualmente CD5, CD23, CD200 y Bcl2 son
negativos.>3%37 A diferencia del LDCG se ha descrito una mayor
expresion de CD43, CD10y CD71.38

Linfoma B inclasificable con hallazgos intermedios entre linfoma difuso de
célula grande y linfoma Burkitt

Se trata de linfomas agresivos que comparten algunas caracteristicas
histopatologicas y citogenéticas con el LB y el LDCG.! Esta variante ha
recibido diferentes denominaciones, siendo habitualmente denominada
linfoma Burkitt-like. Aproximadamente el 35-50% presentan
traslocaciones en 8p24/c-myc que habitualmente no se producen con los
genes de las inmunoglobulinas. Un 15% de los pacientes pueden
presentar traslocaciones de Bcl2 y/o Bcl6. En algunos casos pueden
presentarse c-myc/Bcl2 o Bcl6 en el mismo paciente (doble hit) o
incluso las tres (triple hir).!340

Desde el punto de vista inmunofenotipico las células B presentan
caracteristicas de célula de CG CD10+, con rasgos compartidos entre
con LDCG y BL (Figura 8). De forma similar a LB es frecuente la
expresion intensa de CD38 y elevada actividad proliferativa con
porcentajes de Ki67 cercanos al 100%. En similitud a LDCG las células
muestran expresion de cyBcl2 y con frecuencia pérdida de expresion de
antigenos B comunes como CD19, CD20, CD22 e incluso IgS, hallazgo
por otra parte mucho menos habitual en LB. El patron particular de
expresion CD38 intenso con CD20 débil se ha propuesto como una
caracteristica particular y distintiva de este tipo de linfomas respecto a
otras variantes fronterizas,?**? aunque este dato ha sido cuestionado por
otros autores. !

Conclusion y estrategias futuras

Las neoplasias de célula B madura constituyen un grupo muy amplio de
patologias de elevada prevalencia, en las que la caracterizacion
inmunofenotipica correcta es imprescindible para establecer el
diagndstico, pronéstico y estrategia de seguimiento en la practica
totalidad de los pacientes.

Esta finalidad no es siempre sencilla de conseguir, ya que muchos casos
muestran caracteristicas inmunofenotipicas ambiguas y las diferencias
entre diferentes patologias pueden ser sutiles. Habitualmente, cada
centro diagnoéstico ha utilizado diferentes estrategias de estudios por
CMF, en buena medida limitadas por la realidad asistencial.

Las estrategias diagnosticas futuras en CMF deben aprovechar la
ventaja de utilizar los analisis multiparamétricos que permiten una
mejor discriminacion de las diferentes entidades, sobre la base de
protocolos diagndsticos estandarizados y reproducibles. Hoy es posible
caracterizar los patrones de reactividad de cada poblacion celular para
un nimero muy elevado de antigenos, y contrastar resultados con bases
de datos normales y patologicas, estableciendo de forma objetiva sus
posibles alteraciones.

Ello supone un esfuerzo considerable, tanto logistico, como formativo y
economico que tenemos el deber de asumir. En este sentido es clave
transmitir a los estamentos de cada centro la necesidad e importancia de
la adaptacion de las unidades asistenciales a este ambicioso reto, asi
como fomentar la interrelacion con otros grupos de trabajo y
especialidades como la Anatomia Patologica, con la finalidad de
compartir experiencias y alcanzar el mayor grado posible de consenso
diagnostico.
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Nuevos agentes terapéuticos en el tratamiento de los sindromes linfoproliferativos

A.l. Teruel, B. Ferrer, M.J. Terol.
Hospital Clinico Universitario. Valencia.

Introduccion

La incidencia de linfoma no Hodgkin (LNH) se ha incrementado progresivamente
en las dltimas décadas. Constituye el 5° tumor en frecuencia en EEUU e incluye
un amplio abanico de entidades que varian en caracteristicas clinicas, bioldgicas
y moleculares. Asi, existe un grupo de enfermedades de curso indolente, como la
leucemia linfocitica crénica/linfoma linfocitico de células pequenas (LLC/LLCP),
linfoma folicular (LF), linfoma de la zona marginal (LZM), y otro grupo de curso
agresivo como el linfoma B difuso de células grandes (LBDCG), linfoma de células
del manto (LCM) y linfoma T periférico (LTP). En la ultima década hemos asistido
a numerosos avances en el tratamiento de los sindromes linfoproliferativos,

1. Anticuerpos monoclonales

Obinutuzumab

Rituximab es un anticuerpo
monoclonal quimérico tipo I dirigido
frente al antigeno CD20, con actividad
litica sobre las células B diana a través
de citotoxicidad dependiente de
complemento (CDCC) y citotoxicidad
dependiente de anticuerpo (ADCC)
(Figura 1).! Su asociacion a diversos
esquemas de quimioterapia ha

Anticuerpos tipo I: rituximab

incluyendo nuevos anticuerpos monoclonales, radio-inmunoterapia,
quimioinmunoterapia que han mejorado el pronéstico de numerosos subgrupos
de pacientes, especialmente en aquellas neoplasias linfoides de origen B. En los
ultimos 5 afios han emergido nuevas moléculas de pequeio tamano dirigidas
especificamente frente a tirosin-cinasas implicadas en diversas vias de
sefalizacion esenciales para la proliferacion y supervivencia del linfocito B
normal y neoplasico.

En este capitulo abordaremos los resultados de eficacia y toxicidad de algunas
de estas nuevas terapias especialmente en los sindromes linfoproliferativos de
origen B.

Anticuerpos tipo Il: obinutuzumab
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permitido mejorar significativamente
el prondstico de la mayoria de
neoplasias linfoides B, en especial los
LNH y la Leucemia Linfocitica
Crénica (LLC).2 Obinutuzumab es un
nuevo anticuerpo monoclonal
humanizado tipo II, capaz de unirse a
CD20. A diferencia de rituximab,
obinutuzumab muestra mayor eficacia
anti-tumoral que rituximab ya que es
capaz de inducir una muerte celular
directa, una potente ADCC y una
menor CDCC.? Obitinuzumab ha sido
evaluado en asociacion a clorambucilo
en el tratamiento de pacientes con LLC
que presentaban co-morbilidades que
impedian la aplicacion de esquemas de
quimioinmunoterapia basados en
analogos de las purinas. Asi, se diseild
un ensayo fase III aleatorizado en el
cual los pacientes con LLC que presentaban un indice de co-morbilidad
superior a 6 en la escala CIRS eran aleatorizados a recibir clorambucilo
(CIb) como agente unico versus clorambucilo-rituximab (R-Clb) versus
clorambucilo obinutuzumab (G-CIb) en una proporcién 1:2:2.4 Las
dosis de los farmacos fueron: Clb 0.5 mg/kg dias 1 y 15, rituximab 375
mg/m? ciclo 1 y a 500 mg/m? ciclos 2-6 y obinutuzumab 1000 mg dl,
d8 y dl15 del ciclo 1 y dias 1 de los ciclos 2 a 6. Todos los ciclos se
administraron cada 28 dias. Los pacientes que experimentaban una
progresion rapida a Clb en los seis primeros meses podian pasar a
recibir G-Clb. La primera dosis de obinutuzumab podia fraccionarse en
dos dias (100 mg y 900 mg) con la finalidad de reducir las reacciones
infusionales.

Anticuerpos tipo |
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Figura 1. Diferencias en mecanismo de accién de los anticuerpor monoclonales tipos | y Il. Los anticuerpos tipo | (rituximab)
agregan los tetrameros de CD20 y ello se traduce en una internalizacién del CD20 y mayor capacidad de lisis por el
complemento. Los anticuerpos tipo Il (obinutuzumab) no inducen dicha agregacién, y por tanto no se produce la
internalizacion del CD20 y se desencadena la activacion de Fc del complemento. Ello induce una muerte celular directa,
menor citotoxicidad dependiente de complemento (CDCC) y mayor citotoxicidad dependiente de anticuerpo (ADCC).

Se incluyeron 118 pacientes en la rama de Clb, que fue cerrada
precozmente, 238 en la rama de G-Clb y 233 en la rama R-Clb. La edad
mediana de la serie fue de 73 afios (extremos, 39 a 90), la mediana de
puntuacion de la escala de CIRS fue de 8 en las 3 ramas, lo cual refleja
las caracteristicas de la poblacién escogida y la mediana del
aclaramiento de creatinina fue de 62 mL/min. Ambas ramas con
quimioinmunoterapia, G-Clb y R-Clb presentaron, en comparacion con
Clb, una tasa de respuestas globales (RG) significativamente superior
(77,3% versus 31,4%, p<0,001 y 65,7% versus 31,4%, p<0,001,
respectivamente. Ambas combinaciones presentaron una supervivencia
libre de progresion (SLP) significativamente superior a la rama de Clb
como agente unico (26,7 meses vs 11,1 meses, p<0,001 y 16,3 meses vs
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Figura 2. Resultados del ensayo CLL-11 (actualizacién mayo 2014). A: Curvas de supervivencia libre de progresion de G-Clb frente a Clb. B: Curva de supervivencia libre de

progresion de G-Clb frente a R-Clb.

11,1 meses, p< 0.001, respectivamente) (Figura 2). Asimismo, la rama
G-CIb presentd una tasa de remisiones completas (RC) superior a R-Clb
(20% vs 7%) asi como una tasa de respuestas moleculares
significativamente superior (en médula dsea, 19,5% vs 2,6%, p< 0.001 y
en sangre periférica 37,7% vs 3,3 %, p< 0.001). Todo ello apunta a una
mayor eficacia de obinutuzumab frente a rituximab en el porcentaje de
respuestas alcanzadas y en la calidad de las mismas. La toxicidad mas
frecuente fue la tasa de reacciones infusionales, que fue superior en la
rama de G-CIb frente a R-Clb (grado 3-4, 20% vs 4% respectivamente),
con un riesgo de infeccion similar entre ambas ramas (12% versus 14%,
respectivamente). En base a estos datos la FDA aprobd el uso de
obinutuzumab en asociacion a clorambucilo para pacientes con LLC en
primera linea no candidatos a esquemas de quimioinmunoterapia
intensiva en EEUU en noviembre de 2013 y la EHA aprobé dicha
indicacion en Europa en julio de 2014.

Ofatumomab

Anticuerpo monoclonal humanizado de 2* generacion dirigido contra
epitopo del CD20 distinto de rituximab, que demostrdo una eficacia
pre-clinica superior a rituximab en células de LLC a través de una
mayor CDCC.>¢ Los ensayos fase I/I habian mostrado una tasa elevada
de respuestas en pacientes con LLC refractaria o en recaida (R/R), lo
cual sirvi6 de base para su indicacion por la FDA para el tratamiento de
la LLC refractaria a fludarabina y alemtuzumab.’® Su eficacia en
primera linea ha sido evaluada a través de un ensayo fase III
(COMPLEMENT) que comparaba la asociacion de ofatumomab a
clorambucilo (O-Clb) versus clorambucilo como agente tnico.’ Se
incluyeron un total de 447 pacientes con LLC previamente no tratada
que fueron aleatorizados 1:1 a ambas ramas, 226 en la rama O-Clb y
221 en la rama de Clb. La dosis de ofatumomab fue de 300 mg dia 1 y
1000 mg dia 8 en el ciclo 1 y posteriormente a 1000 mg dia 1 de los
ciclos posteriores hasta un maximo de 12, por via intravenosa. La dosis
de clorambucilo fue de 10 mg/m? dias 1-7 cada 28 dias. La edad
mediana de la serie fue de 69 afos (extremos, 35 a 92), un 82% de los
pacientes presentaban 2 0o mas comorbilidades y/o eran mayores de 65
afios. La combinacion de O-Clb permiti6 obtener una SLP
significativamente superior a Clb, 22,4 meses vs 13,1 meses, p<0,001),
lo que constituia el objetivo principal del ensayo. Asimismo, O-Clb
indujo una tasa de RG superiores a Clb (82% vs 69%, p = 0,001) con
una tasa de RC también significativamente mas elevada (12% vs 1%), y
un 38% de los pacientes en RC sin evidencia de enfermedad minima
residual. Se observaron efectos adversos (EA) grado 3-4 en un 50% de
los pacientes tratados con O-Clb y en un 43% de los que recibieron Clb,
siendo la neutropenia el EA mas frecuente (26% vs 14%,
respectivamente), con una tasa de reacciones infusionales de 10% en la
rama O-Clb. No se apreciaron diferencias en la frecuencia de
infecciones entre ambas ramas (15% vs 14%). En base a dichos datos,
ofatumomab en asociacion a clorambucilo fue aprobado por ambas
agencias (FDA y EMEA) para el tratamiento de los pacientes con LLC
previamente no tratados, no candidatos a fludarabina.

Epratuzumab

Anticuerpo monoclonal humanizado dirigido frente al antigeno CD22, y
cuyo mecanismo de accion fundamental es promover la ADCC. Un
ensayo fase II realizado en una cohorte de pacientes con LNH R/R
mostrd una tasa de RG del 47% con un 22% de RC.!0 Otro ensayo fase
II también en pacientes con LNH R/R mostré una tasa de RG del 54%
(10% RC) en linfoma folicular y 57% en LLCP.' En primera linea
dicho anticuerpo ha sido asociado a R-CHOP para el tratamiento de 107
pacientes con linfoma B difuso de células grandes (LBDCG).!? La tasa
de RG fue del 96%, con un 74% de RC. La tasa de RC metabolica por
PET fue del 88%. La mediana de supervivencia libre de evento (SLE)
fue de 70% a 3 aflos, con un 80% de supervivencia global (SG). Ello ha
dado pie al disefio de ensayo fase III de comparacion de dicha
asociacion con R-CHOP.

Blinatumomab

Es un anticuerpo monoclonal de cadena simple capaz de unirse
simultdneamente al CD19 presente en la superficie de la célula B y al
CD3 presente en la superficie de los linfocitos T citotoxicos. Los
estudios pre-clinicos mostraron una elevada capacidad de induccion de
una respuesta T citotoxica dirigida frente a la célula B diana, con una
elevada produccion de citocinas proinflamatorias. Su elevada eficacia en
leucemia aguda linfoblastica Philadelphia positiva fundament6 su
aprobacion por parte de la FDA en diciembre de 2014. Blinatumomab
ha sido administrado en infusion continua intravenosa de 4 a 8§ semanas
en el seno de un ensayo fase I en 38 pacientes con LNH R/R. A dosis de
0,015 mg/m?/d, se observaron RG en 11 pacientes (29%), con 4 RC 'y 7
RP que fueron duraderas en el tiempo, en linfoma del manto, linfoma
folicular y LLC."3 Los EA grado 3 o superior mas frecuentes fueron la
linfopenia (68%), aumento de la PCR (34%), leucopenia (24%),
neutropenia (16%) y trombopenia (16%). Asimismo, se observd una
toxicidad neuroldgica consistente en desorientacion, confusion, temblor
y convulsiones de etiologia no clara y que cedieron con la suspension
del farmaco. Ello ha servido de base al disefio de nuevos ensayos fase 11
en linfoma.

2. Inhibidores de tirosin-cinasa (ITK)

Los estudios biologicos desarrollados en los ultimos diez afios, han
demostrado que el receptor de la célula B (“B-cell receptor”, BCR)
constituye una estructura fundamental para la supervivencia y
proliferacion del linfocito B en condiciones fisiologicas y también en los
procesos patologicos. Numerosas evidencias apoyan que BCR estd
implicado en la patogénesis del linfoma difuso de células grandes B
(LDCGB), el linfoma folicular (LF), el linfoma de células del manto
(LCM) y la leucemia linfocitica cronica (LLC). Existen diversas
moléculas capaces de inhibir la funcion de algunas de las principales TK
implicadas en la sefializaciéon de BCR.
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Figura 3. Estructura del receptor de la célula B (BCR).

Estructura de BCR y vias de senalizacion.

Esta constituido por una molécula de inmunoglobulina IgM enclavada
en la membrana celular y unida de manera no covalente a un
heterodimero transmembrana integrado por dos cadenas (CD79a y
Cd79b) (Figura 3). Este heterodimero posee dos regiones ITAMs
susceptibles de ser fosforiladas por un conjunto de proteinas que son
reclutadas a su alrededor. Asi, la union de IgM a un antigeno soluble o
unido a membrana se traduce en la fosforilacién de dichos residuos
ITAM por dos cinasas de la familia Src, syk y lyn. Esta fosforilacion da
lugar a un reclutamiento de diversas proteinas asociadas a la membrana
celular para formar una estructura conocida como “signalosoma”. Esta
estructura esta integrada por diversas TK entre las que destaca la tirosina
cinasa de Bruton (BTK), y otras como syk, lyn, y las proteinas
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Figura 4. Cadena de sefializacion activada por el receptor de la célula B (BCR) en el
linfocito B neoplasico. En esta figura se esquematizan las proteinas que son
reclutadas al complejo de sefializacion de membrana conocida como signalosoma, y
ello se traduce en la transmisién de diversas sefiales de proliferacion e inhibicion de
apoptosis que favorecen la progresién tumoral.

adaptadoras Grb2 y BLNK. Este conjunto dec se encargan de amplificar
la sefial, lo cual se acompaiia de la agregacion de estas proteinas en
pequeiias estructuras saculares de membrana conocidas como /ipid rafts
(Figura 4).

La seial iniciada en BCR es propagada hacia el interior de las células a
través de tres sistemas: fosfolipasa C- subunidad y2 (PLC- y2), la cinasa
fosfatidilinositol 3 (PI3K) y la BTK. Una vez se ha constituido el
signalosoma y estas proteinas entran en intimo contacto, la PLC- y2, es
fosforilada por BTK y Syk, y ello genera dos segundos mensajeros, el
diacilglicerol (DAG) y el inositol-trifosfato (IP3). El DAG activa la
proteina-cinasa C y el sistema MAPK. El sistema MAPK regula una
gran cantidad de factores de transcripcion, como Elk1, c-Myc, ATF2 que
dependiendo del nivel de maduracion se traducira en proliferacion y
aumento de la supervivencia o por el contrario en apoptosis. En la LLC
existe una clara desregulacion de la via PLC/MAPK/ERK, con una
fosforilacion constitutiva de Erk, que podria estar contribuyendo a la
supervivencia y proliferacion de las células neoplasicas.'® La produccion
de IP3 conduce a un aumento de los niveles de calcio intracelular
procedente tanto del reticulo endopldsmico rugoso como del espacio
extracelular.

La activacion inicial de BCR también activa la via PI3K, a través de su
subunidad p1103 que es traslocada a la membrana. PI3K fosforila PIP2
y genera PIP3. PIPI3 activa a su vez Akt a través de su fosforilacion y
disposicion en la membrana. Akt fosforilada envia sefiales de
supervivencia celular a través de la fosforilacion de Bad y favorece la
acumulacion del factor nuclear de células T activadas (NFAT). La
activacion de este sistema se va a traducir en la regulacion de la
produccion de citocinas a nivel nuclear.

BTK emerge como una proteina fundamental en la propagacion de la
sefial iniciada por BCR, como se demuestra en el cuadro clinico
conocido como agammaglobulinemia de Bruton caracterizado por la
ausencia congénita de esta proteina. La fosforilacion de BTK por el
complejo syk/lyn se amplifica por una autofosforilacion de la propia
BTK. Por otro lado, BTK influye también en la activacion del complejo
quinasa IkB, con la consiguiente degradacion por el proteosoma de
I-kB, la traslocacion nuclear de NF-kB y la consiguiente transcripcion
génica. La activacion del sistema NF-kB va a generar la expresion de
una serie de genes implicados en la inflamacién, proliferacion y
supervivencia celular B. Finalmente BTK recluta a la membrana nuclear
a las quinasas 5 fosfatidilinositol (PIPISKs), que van a ser las
encargadas de sintetizar PIPI2.

BTK también va a influir en la funcionalidad de otros sistemas de
membrana, como las integrinas y el CXCR4. La fosforilacion de las
integrinas a través de un mecanismo de sefializacion “inside-out” se va a
traducir en un cambio conformacional de dichas estructuras que
potencia la adhesion de estas proteinas a sus ligandos y favorece las
funciones de adhesion celular y migracion.

Inhibidores de la tirosin-cinasa de Bruton (BTK)

Ibrutinib

Es el primer inhibidor oral irreversible desarrollado frente a BTK,
irreversible. Actua uniéndose al residuo cisteina 481 situado en el sitio
activo de BTK.!* Estudios “in vitro” muestran que esta inhibicion es
citotoxica tanto en modelos de LNH como en modelos LLC.'*!5 El
primer ensayo fase I realizado en pacientes con LNH R/R y también con
LLC incluyb 56 pacientes, distribuidos en 7 cohortes que recibieron
dosis ascendentes de ibrutinib durante una mediana de 5 ciclos.!® La
edad mediana de la serie fue de 65 afios (extremos, 41-82), con una
mediana de 3 tratamientos previos (extremos, 1 a 10). La distribucion
por histologias fue: LF (29%), LLC (29%), LCM (16%), LDCGB
(13%), linfoma linfocitico (7%), linfoma marginal (7%),
macroglobulinemia de Waldenstrom (MW) (7%). La dosis méaxima
tolerada no se alcanz6 y la toxicidad hematologica grados 3-4 fue:
neutropenia (12,5%), trombopenia (7,2%), y anemia (7,1%). La tasa de
RG en este estudio fue del 60%, con una tasa de RC del 16%. Dicha tasa
de respuestas por histologia fue: LCM 7/9 (78%), LLC 11/16 (69%), LF
6/16 (38%), LDCGB 2/7(29%), MW 3/5 (75%). La SLP fue de 13,6
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meses. En base a este ensayo se recomend6 la dosis de 560 mg para el
LCM y de 420 mg para la LLC y la MW.

Linfoma de células del manto.

En base a los hallazgos de la fase I, se disefid un ensayo fase Il en LCM
en el cual se incluyeron 111 pacientes que recibieron ibrutinib a 560
mg/d. Se incluyeron 2 cohortes de pacientes: unos que habian recibido
>2 ciclos de bortezomib como tratamiento de rescate previo y otra
donde los pacientes no habian recibido bortezomib. La edad mediana de
la seric fue 68 afios (extremos, 40 a 84) y la mediana de lineas de
tratamiento previas fue de 3 (rango 1 a 5). Los EA mas frecuentes
fueron la diarrea, astenia y nauseas. Los efectos hematologicos grado 3
o superior fueron: neutropenia (16%), trombocitopenia (11%) y anemia
(10%). Cinco pacientes tuvieron eventos hemorragicos, cuatro
hematomas subdurales, en relacion con caidas o traumatismos y todos
ellos en pacientes anticoagulados o antiagregados. La tasa de RG fue del
66%, RP 49% y RC 17%. El tratamiento previo con bortezomib no
influyo en la tasa de RG. La mediana de duracion de la respuesta fue de
17,5 meses, con una SLP de 13,9 meses y una mediana de SG no
alcanzada. La SG estimada a 18 meses fue del 58%. Una actualizacion
reciente de dicho ensayo (ASH 2014) con un seguimiento de 26,7
meses, la mediana de SLP es de 13 meses y la SG de 22 meses. En base
a estos resultados, en noviembre de 2013 la FDA aprobo la
comercializacion de ibrutinib para LCM refractarios o en recaida con al
menos una linea de tratamiento. La EMEA aprob¢ dicha indicacion el 1
de octubre de 2014.

La eficacia de ibrutinib en el tratamiento del LCM en R/R ha quedado
definitivamente demostrada por los resultados del ensayo fase III de
ibrutinib versus temsirolimus en pacientes con LCM R/R.'7 En dicho
estudio se incluyeron 280 pacientes que fueron aleatorizados a recibir
ibrutinib a 560 mg/d (n=139) versus temsirolimus a la dosis aprobada
para dicha indicacion (n=141). El objetivo principal del ensayo fue la
SLP. La edad mediana de los pacientes era de 68 afios, con un claro
predominio masculino (74%) y dos tercios de los mismos presentaban
un MIPI de intermedio-alto o alto riesgo. La mediana de tratamientos
previos era de 2, con una mediana de seguimiento de 20 meses. Ibrutinib
redujo el riesgo de progresion o muerte por enfermedad en un 57%
respecto a temsirolimus. La mediana de SLP fue de 14,6 meses (IC
95%, 10,4-NE) para ibrutinib versus 6,2 meses para temsirolimus
(4,2-7,9), p<0,0001). La tolerancia a ibrutinib fue claramente superior a
temsirolimus, con un porcentaje de EA grado 3 o superior de 68% para
ibrutinib versus 87% para temsirolimus (p<0,0001). La tasa de
“discontinuacion” del tratamiento fue inferior para la rama de ibrutinib
frente temsirolimus, 6% versus 26%, respectivamente. Los EA mas
frecuentes (>20%) documentados para ibrutinib fueron diarrea (29%),
tos (22%) y astenia (22%) frente a trombocitopenia (56%), anemia

(43%), diarrea (31%), astenia (29%) neutropenia (26%), epistaxis (24%)
tos (22%), edema (21%), nauseas (22%), fiebre (21%) y estomatitis
(21%). Se detecto fibrilacion auricular en un 4% de los pacientes con
ibrutinib versus un 1% de temsirolimus. No se apreciaron diferencias
estadisticamente significativas en términos de supervivencia, con un
entrecruzamiento del 22% de la rama de temsirolimus a ibrutinib.

Leucemia Linfocitica Cronica.

Los datos iniciales de la elevada eficacia de Ibrutinib en LLC proceden
de dos ensayos fase Ib/I1.'1820 Byrd y cols. incluyeron 85 pacientes con
LLC R/R en 2 cohortes: 51 recibieron una dosis de 420 mg/d y 34
pacientes 840 mg. La mayoria de los pacientes presentaba enfermedad
avanzada (65%) presencia de dell7p13.1 (33%), del11q22.3 (36%). La
edad mediana fue de 66 afios (extremos, 37 a 82 afios). La mediana de
tratamientos previos fue de 4 (extremos, 1 a 12). La mayoria de los
efectos adversos fueron de grado 1/2 e incluyeron diarrea, astenia e
infeccion del tracto respiratorio superior. La tasa de RG fue del 71% en
ambos grupos. Un 20% adicional en la rama de 420 mg y un 15% en la
de 840 mg presentaron la denominada “respuesta parcial con
linfocitosis”. Esta situacion corresponde a una reduccion marcada del
tamafo ganglionar en las primeras semanas de tratamiento asociado a
una mejoria del estado general que se acompafia de un ascenso de la
cifra de linfocitos en sangre periférica. Este ascenso es transitorio y
disminuye gradualmente en las semanas-meses posteriores. Se debe a
una inhibicion de la adhesion de los linfocitos al ganglio linfatico
mediada por las integrinas y la quimocinas, que favorece una
redistribucion linfocitaria desde el compartimento ganglionar hacia la
sangre periférica. Este fenomeno no esta limitado a los inhibidores de
BTK sino que también se aprecia en otros ITK como los inhibidores de
PI3K. Ello ha llevado a una revision de los criterios clinicos
incorporando esta categoria de RP con linfocitosis (RPL).

Una reciente actualizacion de dichos ensayos a 36 meses muestra una
tasa de RG (RC + RP) del 85%, con una RP con linfocitosis del 5%.%!
La respuesta es rapida, con una mediana de tiempo a la respuesta inicial
de 1,9 meses (1,4 a 23,2) y una mediana a la mejor respuesta de 7,3
meses (1,7 a 31,8). Con un seguimiento de 36 meses, la mediana de SLP
de la serie global fue del 68%, y por subgrupos: dell7p 46%, delllq
74%, y citogenética normal 89%.

Esta notable actividad descrita en los ensayos fase I/Il ha sido
confirmada definitivamente por el ensayo fase III (RESONATE) en
LLC refractaria.?? En €l se incluyeron 391 pacientes con LLC/LLCP
R/R que fueron aleatorizados a recibir ibrutinib (n=195) versus
ofatumomab (n=196). La mediana de edad de la serie fue de 67 afios
(extremos, 30 a 86), con una mediana de tratamiento previos de 3 (rama
de ibrutinib) y 2 (rama de ofatumomab). Con un seguimiento mediano
inicial de 9,4 meses, ibrutinib mostré una SLP a 6 meses no alcanzada
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Figura 5. Resultados del ensayo RESONATE (Ibrutinib versus Ofatumomab) en LLC refractaria o en recaida. A: Curva de supervivencia libre de progresion de pacientes tratados
con Ibrutinib versus Ofatumomab. B: Curva de supervivencia global de ambos grupos. Adaptado de: Pagel et al. iwCLL 2015; abst146.
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versus 8,1 meses para ofatumomab (p<0,001). La tasa de RG fue
significativamente superior para ibrutinib frente a ofatumomab (42,6%
versus 4,1%, p<0,001). Un 20% adicional de pacientes presentaron una
RP con linfocitosis. Finalmente, ibrutinib mostré diferencias
significativas en términos de SG. Asi la SG a 12 meses para la rama de
ibrutinib fue del 90% frente a 81% para ofatumomab (p = 0,005). Una
actualizacion posterior de dicho ensayo con un seguimiento de 19
meses, se confirma y se profundizan dichas diferencias (Figura 5).
Asimismo, los pacientes que reciben ibrutinib como primera linea de
rescate presentan una SLP y una tasa de RG claramente superiores a los
que lo reciben en fase mas avanzada de la enfermedad.

Los EA mas comunes fueron la diarrea, astenia, fiebre y nauseas en la
rama de ibrutinib frente a astenia, reaccion infusional y tos en la rama de
ofatumomab. La toxicidad grado 3 o superior se compuso de
neutropenia, neumonia, anemia e hipertension, pero ello sélo se tradujo
en reduccion de dosis en un 8% de los pacientes, y suspension del
farmaco en un 7%. Ibrutinib también ha sido combinado con esquemas
de quimioinmunoterapia en LLC R/R. Recientemente en el ASCO 2015,
se comunicaron los resultados preliminares del ensayo fase III
(HELIOS) de ibrutinib combinado con bendamustina/rituximab (BR)
frente a placebo/BR, que confirman la superioridad de IBR frente a BR,
con una mayor tasa de toxicidad. Queda por esclarecer si los resultados
de la asociacion de ibrutinib a quimioinmunoterapia son superiores en
eficacia al farmaco en monoterapia.

Recientemente han sido publicados los resultados del ensayo fase III
aleatorizado de ibrutinib versus clorambucilo en LLC en personas de
edad avanzada previamente no tratadas,”® que han confirmado la
eficacia de este firmaco en LLC en primera linea. El perfil de toxicidad
de ibrutinib lo convierte en un farmaco ideal para integrar
combinaciones terapéuticas, especialmente con anticuerpos
monoclonales.?* Existen diversos ensayos con reclutamiento activo que
permitiran arrojar luz sobre la actividad y toxicidad de dichas
combinaciones.

Macroglobulinemia de Waldenstrom

La actividad de ibrutinib en esta entidad en situacion de R/R ha quedado
patente en un ensayo fase II prospectivo recientemente comunicado.?’
Se incluyeron 63 pacientes, con una mediana de edad de 63 afos
(extremos, 44 a 86) y una mediana de tratamientos previos de 2
(extremos de 1 a 6). En dicho estudio se incluia la secuenciacion de los
genes MYD88 y CXCR4. La mutacion L265P de MYDB88 esta presente
en mas del 90% de los pacientes con macroglobulinemia de
Waldenstrom, y se asocia a un efecto proliferativo tumoral a través de la
hiperestimulacion de BTK. In vitro, la presencia de mutaciones WHIM
(warts, hypogammaglobulinemia, immunodeficiency, myelokathesis) en
CXCR4 confiere resistencia a ibrutinib. En este ensayo, un 93% de los
pacientes analizados (n=43) presentaban mutaciones de MYD88L265p
y un 25% presentaban CXCR4WHIM. En los 63 pacientes, la tasa de
RG fue del 90%, con un 73% de respuestas mayores (RM) (RP, muy
buena RP). La tasa de RG (RM) varid en funcién de la presencia de
mutaciones de ambos genes: en el grupo MYD88L265p/CXCR4WT fue
del 100% (91%), seguido de MYD88L265p/CXCR4WHIM 86% (62%)
y por ultimo MYD8SWT/CXCR4WT 71% (26%). La SLP y SG a 2
afios de la serie fue del 69,1% and 95,2%. De nuevo la toxicidad grado 2
o superior fue hematoldgica: neutropenia 22% y trombopenia 14%,
sangrado post cirugia (3%), fibrilacion auricular (5%). La robustez de
esos datos respecto a la experiencia historica es lo que condujo a la
aprobacion por la FDA y posteriormente por la EMEA para el
tratamiento de MW refractario o intolerante a la primera linea.

Otros inhibidores de BTK

ON0-4059

Otro inhibidor de BTK capaz de unirse al residuo cisteina 481 con un
perfil favorable de toxicidad y capaz de inducir buenas respuestas in
vitro ¢ in vivo. Dos estudios fase 1?6?7 han mostrado una tasa de
respuestas del 70% y una toxicidad hematologica muy limitada.
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Figura 6. Dianas terapéuticas de la ruta de sefializaciéon BCR y férmacos en vias de
desarrollo.

Acalabrutinib

Nuevo inhibidor covalente de BTK que muestra una mayor selectividad
de inhibicién de BTK que ibrutinib. Recientemente, con una mediana de
seguimiento de 14 meses se ha comunicado una tasa de RG del 95% en
pacientes con LLC R/R, 85% de RC/RP y 10% de RP con linfocitosis.?®
La toxicidad es aceptable, en su mayoria grado 1-2, consistente en
cefalea, diarrea y aumento de peso.

Inhibidores de la subunidad delta de PI3 cinasa (P13K)

Idelalisib

PI3K delta es la isoforma mas frecuente de PI3K expresada
selectivamente en las células linfoides. PI3K esta altamente implicada
en la sefializacion mediada por BCR y también en otros sistemas como
CXCR4/CCL12 (Figura 6). Idelalisib es un inhibidor potente, oral de
dicha subunidad, capaz de bloquear la sefializacion PI3K-AKT e inducir
apoptosis. Los ensayos fase I/Il en enfermedades hematologicas ya
mostraron una actividad prometedora en LNH y LLC.2-3!

Leucemia linfocitica cronica

En esta entidad, idelalisib se ha desarrollado en combinacion con
rituximab. Los datos del ensayo fase III, aleatorizado doble ciego de
idelalisib/rituximab (I/Rx) frente a placebo/rituximab (P/Rx) en una
serie de 220 pacientes con LLC R/R confirman la eficacia de dicha
combinacidn. Idelalisib se administr6 a dosis de 150 mg/12 horas/VO.
Se incluyeron 110 pacientes en cada rama, y se permitia el
entrecruzamiento a la rama de idelalisib de aquellos pacientes que
experimentaban progresion en la rama de placebo/rituximab. La edad
mediana de los pacientes era de 71 afios (extremos de 48 a 90), con una
mediana de tratamientos de 3 (extremos de 1 a 12 en /Rxy 1 a9 en
P/Rx). La mediana de escala de comorbilidad CIRS fue de 8, con un
40% de pacientes con aclaramiento de creatinina inferior a 60 mL/min.
Un 40% de los mismos presentaban delecion de 17p o mutaciones de
pS3.

Los pacientes en la rama I/Rx presentaron una tasa de RG
significativamente superior a P/Rx (81% versus 13%, p<0,001). Con
una mediana de seguimiento de 4 meses, la SLP en la rama de P/Rx fue
de 5,5 meses frente a una mediana no alcanzada (p<0,001). La SG a 12
meses en la rama de I/Rx frente a P/Rx fue del 92% versus 80%,
p=0.02. El tratamiento con I/Rx mostré la misma eficacia en los
pacientes con LLC de elevado riesgo, es decir aquellos con del 17p/mut
TP53 y IgVu no mutada. La toxicidad grado 3 o superior comunicada
fue neutropenia (41%), trombopenia (14%), diarrea/colitis (16%),
neumonia (14%), transaminisatis (5%). Los efectos adversos serios se
comunicaron en un 40% de los pacientes en la rama I/Rx y en un 35%
de P/Rx. La diarrea es un fenémeno de inicio tardio, probablemente de
base inflamatoria, que requiere un indice de sospecha y un manejo
adecuado en estos pacientes.
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Linfoma No Hodgkin

Idelalisib también ha sido utilizado en un ensayo fase II con 125
pacientes con LNH indolente en recaida.>® La mediana de edad de los
pacientes fue de 64 afios (extremos, 33 a 87) y habian recibido una
mediana de 4 tratamientos previos (extremos, 2 a 12). Un 58% de los
pacientes tenian un linfoma folicular, 22% LLCP, 12% linfoma de la
zona marginal, 8% linfoma linfoplasmocitico/MW. Con un seguimiento
mediano de 9,7 meses, la tasa de RG fue del 57% con una mediana de
SLP de 11 meses. La tasa de RG fue similar entre los distintos tipos de
linfoma. La SG a un afio fue del 80%. Los efectos adversos grado 3 o
superior fueron: neutropenia (27%), transaminitis (13%), diarrea (13%)
y neumonia (7%). La diarrea grado 3 o superior se desencadend en un
16% de los pacientes, con une mediana de 6 meses desde el inicio del
tratamiento (1 a 13 meses). En base a este estudio la FDA y la EMEA
aprobaron la indicacion de idelalisib en linfoma folicular o LLCP en
recaida que hayan recibido al menos 2 lineas de tratamiento previo.

Duvelisib

Nuevo inhibidor de las subunidades delta y gamma de PI3K. En un
ensayo fase I en LNH (n=32) la tasa de RG fue 65%, con un 25% de
RC.3* La tolerancia fue aceptable pero de nuevo la se observo un 41%
de transaminisatis y un 25% de diarrea. En LLC R/R (n=49) la tasa de
RG fue de 55%.%

3. Inhibidores de la familia bcl-2

Las proteinas de la familia bcl-2 juegan un papel regulador fundamental
en los mecanismos de apoptosis y son especialmente relevantes en los
linfocitos normales y neoplasicos. En ciertas entidades, como la LLC o
determinados tipos de linfoma hay un claro disbalance entre las
proteinas anti-apoptdticas y pro-apoptoticas que favorece claramente la
supervivencia. Los nuevos inhibidores de esta familia son capaces de
modificar dicho equilibrio induciendo la apoptosis y por tanto la muerte
celular de los linfocitos neoplasicos.

Navitoclax (ABT-263)

Primer inhibidor que se introdujo en la clinica, con un efecto
pro-apoptotico. En un ensayo fase I en sindromes linfoproliferativos se
observo un 35% de RG en LLC pretratadas®® y un 22% en LNH.?” No
obstante, la trombopenia fue el principal efecto adverso limitante en el
desarrollo del farmaco, debido a la inhibicion de bel-XL plaquetario.

Venetoclax (ABT-199)

Inhibidor de bcl-2 de 2% generacion mucho mas selectivo, y por tanto
con una menor incidencia de trombopenia. También funciona como un
BH3 mimético favoreciendo la apoptosis.

Leucemia Linfocitica Cronica

La principal toxicidad en los estudios iniciales fue el desarrollo de
Sindrome de Lisis Tumoral (SLT) en relaciéon con la rapidez de accion
del farmaco, en especial en los pacientes con recuentos elevados o
grandes adenopatias.

Recientemente se ha publicado el ensayo fase I en LLC de elevada carga
tumoral, en el cual hay un ascenso progresivo semanal de la dosis de
50,100, 200 y 400 mg/dia seguido de una cohorte de expansion con una
5% dosis inicial de ascenso de 20 mg para evaluar la seguridad del
farmaco.’® En dicho estudio se incluyeron 116 pacientes (56 fase de
ascenso y 60 en la de expansion, con una mediana de 3 tratamientos
previos (extremos, 1 a 11), un 58% de los mismos con masas
adenopéticas superiores a 5 cm y un 30% de delecion de 17p. La tasa de
RG para el global de los pacientes fue del 79%, con una tasa de RC del
20%. La tasa de RG no vario6 en funcion de la presencia de los factores
predictivos negativos para la quimioinmunoterapia. A destacar que en
los pacientes con delecion de 17p la tasa de RG fue del 71%, con un
16% de RC. Tan solo la presencia de masa bulky redujo la tasa de RC al
8%. Se detecté un 16% de evolucion a sindrome de Richter. En la
cohorte de escalada de dosis se obtuvo una mediana de SLP de 25
meses. La SG a 2 afios para todos los pacientes fue del 84%.

El principal efecto adverso en la fase de escalada fue el SLT que ocurrio
en 10 de los 56 pacientes (18%). Por ello se disefio una fase de
expansion con un ascenso mas gradual de la dosis e inclusion de 60
pacientes adicionales. En los 116 pacientes la mayoria de los EA fueron
grados 1-2 y los principales fueron diarrea (52%), nauseas (47%) e
infecciones del tracto respiratorio (48%). Los principales EA grado 3 o
superior fueron hematolégicos: neutropenia (41%), anemia (12%) y
trombopenia (12%). El EA més frecuente fue la neutropenia febril (6%).

Venetoclax ha mostrado eficacia en el rescate de pacientes refractarios a
ibrutinib y existen diversos ensayos en marcha de venetoclax en
combinacidn con rituximab® y obinutuzumab*® con un aceptable perfil
de toxicidad . La combinacién de venetoclax con Clb y obinutuzumab
ha sido también explorada por el grupo aleman de LLC*' y se encuentra
en desarrollo el ensayo fase III comparativo de Clb/obinutuzumab
versus Clb/obinutuzumab/venetoclax. Muy recientemente la FDA ha
aprobado el uso de venetoclax para LLC R/R en base a la experiencia de
240 pacientes.

Linfoma No Hodgkin

La eficacia y seguridad de venetoclax en LNH R/R también ha sido
explorada a través de un ensayo fase I, en LNH.#* Se incluyeron un total
de 44 pacientes, 15(35%) con linfoma de células del manto, 11 (26%)
con linfoma folicular, 10 (23%) LDCGB y 4 (9%) MW, 2(5%), 2 (5%)
LZM, 1(2%) linfoma B mediastinico. La principal toxicidad grado 3 o
superior fue la anemia (14%), neutropenia (11%) y trombopenia (9%).
Se observaron alteraciones analiticas diagnosticas de SLT en 2 pacientes
(5%), uno con LCM y otro con LDCGB. En los 40 pacientes evaluables,
la tasa de RG fue del 48%, incluido 3/4 RC (7,5%). Se apreciaron RG en
todas las histologias pero fueron especialmente destacables en LCM y
MW. Los pacientes que respondieron en LDCGB y en LF habian sido
tratados con dosis superiores a 600 mg.

En la actualidad se estan llevando a cabo diversos ensayos del farmaco
en combinacion con otros agentes.

4, Agentes inmunomoduladores

Lenalidomida

Lenalidomida es un agente inmunomodulador de marcada eficacia en el
mieloma multiple y en los sindromes mielodiplasicos. Su mecanismo de
accion ha sido recientemente identificado en intima relacién con la
proteina cereblon, miembro de la via de sefalizacion de NF-kB.

Leucemia Linfocitica Crénica

Lenalidomida ha sido utilizada como monoterapia en LLC R/R. A la
dosis de 25 mg/d dias 1 a 1 cada 28 dias, este agente es capaz de inducir
de un 32-47% de RG con un 7-9% de RC, algunas de ellas con
enfermedad minima residual negativa.*** Las respuestas observadas
eran independientes de la presencia o ausencia de delecion de 17p. En
un ensayo fase II posterior, lenalidomida se administrd6 en pacientes
previamente no tratados. El firmaco se ascendia progresivamente a
intervalos de 5 mg hasta un maximo de 25 mg. Se incluyeron 60
pacientes, con una edad mediana de 71 afios (extremos 66 a 85). La
mediana diaria de dosis recibida fue de 5 mg. La tasa de RG fue del
65% con un 10% de RC. La mediana de SLP a 2 afios fue del 60%.4
Otro ensayo fase II en pacientes no tratados permiti6 la administracion
de una dosis mediana de 15 mg/d, con una tasa de RG del 72% y 20%
de RC. La toxicidad del esquema no fue desdefiable, con citopenias y
sindrome de lisis tumoral.*® La mediana de SLP y SG a 3 afios fueron
del 65% y 85%.47

Lenalidomida también ha sido utilizada en combinacién con rituximab.
Asi, en la poblacion de LLC en R/R, el grupo del MD Anderson
comunicd un ensayo fase Il en el que se incluyeron 59 pacientes que
recibian 10 mg/d continuos combinados con rituximab 375 mg/m2
semanales durante 4 semanas y posteriormente mensualmente durante
12 meses.* La tasa de RG fue del 66% con un 12% de RC. La mediana
de tiempo al siguiente tratamiento fue de 17,4 meses. El efecto adverso
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grado 3-4 mas frecuente fue la neutropenia (73%). El mismo esquema se
ha empleado en pacientes en primera linea, en un ensayo en el que se
incluyeron 69 pacientes, de nuevo con un ascenso progresivo de la dosis
hasta 10 mg/d combinada con la misma pauta de rituximab. La tasa de
RG fue del 88% con un 16% de RC,* lo cual indica la eficacia de su
combinacion.

El tratamiento con lenalidomida se asocia a un sindrome de
exacerbacion tumoral (Tumor Flare Reaction) caracterizado por el
aumento de tamafio de los ganglios linfaticos con presencia de signos
inflamatorios y que parece ser consecuencia de una hiperactivacion
inmune. Algunos autores lo han relacionado con una mayor SLP.

Linfoma No Hodgkin

Los ensayos fase II en linfoma han mostrado una notable actividad de
este farmaco, en LNH R/R especialmente en LCM en comparacion con
otras histologias, con una tasa de respuestas del 35% al 53%, y una
mediana de SLP de 13,7 a 16,3 meses. Estos resultados también se han
visto confirmados en un ensayo fase II, multicéntrico en pacientes
refractarios o en recaida a quimioinmunoterapia y bortezomib. Se
incluyeron 134 pacientes, con una edad mediana de 67 afios (extremos,
43 a 83) y con una mediana de tratamientos previos de 4 (extremos de 2
a 10). La dosis de Lenalidomida fue de 25 mg/dia dias 1 a 21, cada 28
dias hasta progresion o intolerancia. La tasa de RG fue del 28%, con
7,5% de RC y 20% de RP. La mediana de duracion de la respuesta fue
de 16,6 meses y la de SLP de 4 meses, con una mediana de SG de 19
meses. Los efectos adversos grado 3 o superior fueron la neutropenia
(43%), trombopenia (28%), anemia (11%), neumonia (8%) y astenia
(7%). En base a estos resultados la FDA aprobd la indicacion de
lenalidomida en LCM R/R a dos lineas previas, una de ellas con
Bortezomib.

“Chimeric antigen receptor (CAR)" T cell therapy

Los CAR son receptores inmunes transfectados ex-vivo a los linfocitos T
que son capaces de redirigir y activar estas células contra las propias
células tumorales. Consiste en una proteina recombinante compuesta por
una fraccion de inmunoglobulina que actia como receptor frente a un
determinado antigeno de linea B (ej. CD19) y que se continia con un
fragmento intracelular con capacidad de sefializacion a través de una
cadena CD3(. Estas estructuras son transfectadas a los linfocitos T del
paciente, los cuales, aparte de su receptor propio, el TCR presentan estos
receptores quiméricos en superficie, que van dirigidos contra antigenos
de la linea B (CD19) y ademas van a facilitar la activacion continua del
linfocito T frente al tumoral. Su desarrollo mas amplio se ha llevado a
cabo en leucemia aguda linfoblastica, pero su eficacia en LLC no es
desdefiable.

El grupo de Pensilvania comunicé los resultados de 14 pacientes con
LLC R/R tratados con linfocitos T autdlogos redirigidos con CART-anti
CD19, con una tasa de RG de 57% con un 28% de RC. Dichas RC
presentaban una enfermedad minima residual negativa.*®4° Su principal
toxicidad es un sindrome de liberacion de citocinas, caracterizado por
fiebre, hipotension, edema e hipoxia, y que es producto de la activacion
linfocitaria T y que requiere de una adecuada monitorizacion. La IL-6
parece ser el principal mediador del mismo, asi que fdrmacos como
tocilizumab estan siendo empleados para antagonizar dicho problema.
Nuevas generaciones de esta modalidad de terapia celular estan en
desarrollo frente a diversos antigenos y con diversos fragmentos
recombinantes.

Condlusiones

Una amplia variedad de nuevos agentes terapéuticos con notable
actividad y con mecanismos innovadores de accidon se estan
incorporando al arsenal terapéutico de los pacientes con sindromes
linfoproliferativos. Los agentes mas prometedores abarcan desde
anticuerpos monoclonales hasta nuevos inhibidores de tirosin-cinasa,
inhibidores de proteinas anti-apoptoticas y terapia celular e
inmunomoduladora. Numerosos retos se abren en el horizonte mas
cercano: eleccion de las mejores estrategias de tratamiento en funcion
del riesgo de la enfermedad o de las caracteristicas biologicas de la

mismas (terapia personalizada), evaluacion de la toxicidad a largo plazo,
empleo de estrategias combinadas, citoliticas e inmunomoduladoras,
todo ello en un intento de obtener una “curacion real” de la enfermedad.
Es fundamental que los diversos profesionales implicados en el
diagnostico y manejo de estos pacientes, como los patdlogos,
hematologos clinicos, inmundlogos y los cientificos basicos atinen sus
esfuerzos para desarrollar estrategias coordinadas integradas en los
ensayos clinicos que permitan esclarecer todos estos puntos y mejorar el
pronodstico y tratamiento de estos pacientes.
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El grupo GELP

Denia, mayo 2016

XX Reunion y 10° aniversario del GELP

10°ANIVERSARIO \

En mayo de 2016 se celebra la 20 reunién, y con ella, el 10° aniversario de la I GELP 2006-2016
constitucion del Grupo de Estudio de Enfermedades Linfoproliferativas de la

Comunidad Valenciana y Murcia, mas conocido como GELP.

La actividad colaborativa del GELP ha implicado ya a 27

El GELP naci6 como fruto del interés por compartir experiencias de trabajo y  hospitales participantes, con 2 reuniones anuales durante
conocimientos entre los hematologos que trabajaban en el rea de los sindromes 10 afios de trabajo, y con la publicacién de unas Guias de

linfoproliferativos, y tras 10 aflos de trabajo, ha ido creciendo sostenidamente. El
objetivo principal del grupo continua siendo fomentar la participacion activa y la
transmision de experiencias de trabajo para mejorar la atencion a los pacientes, y

manejo de la LLC y con la presencia como grupo en
NUMerosos congresos y reuniones cientificas.

por este motivo, el GELP se ha abierto a especialistas de Anatomia Patoldgica,
Medicina Nuclear, Enfermedades Infecciosas, Medicina Preventiva, Ginecologia y
Reproduccion Humana, Radiologia y Dermatologia, que han aportado su experiencia y conocimiento de forma muy relevante.

Con motivo del 10° aniversario del GELP, se ha preparado un interesante programa cientifico y un niumero especial de la Revista de la AVHH que
recoge 20 comunicaciones clinicas y 5 monografias preparadas por miembros relevantes del grupo.

Programa Cientifico
Viernes mafiana, 6 de mayo de 2016

10:00 - 10:30 CAFE DE BIENVENIDA

10:30-10:35 Lectura del Acta de la reunién anterior

SESION CONMEMORATIVA
10 ANOS DEL GRUPO GELP

10:35 - 11:00 De linfocitos malignos y grupos de trabajo: una vision histdrica
Dr. Isidro Jarque
Médico Adjunto de Hematologia. Hospital Univ. y Politécnico La Fe, Valencia

SESION ADMINISTRATIVA DEL GRUPO GELP

11:00 - 11:15 Actualizacién del registro del GELP. Actividad de la pagina web.
Nuevas iniciativas

Dr. Rafael Andreu

Médico Adjunto de Hematologia. Hospital Univ. y Politécnico La Fe, Valencia

11:15 - 11:45 Actualizacion de trabajos en marcha del grupo GELP

11:45 - 12:30 Presentacion de las guias de Leucemia Linfatica Cronica del
Grupo Espafiol de LLC

Dra. M2 José Terol

Médico Adjunto de Hematologia. Hospital Clinico Universitario, Valencia

12:30 - 13:15 Nuevas propuestas de trabajos del grupo GELP

13:15 - 13:30 Ruegos y preguntas. Conclusiones

13:30 - 15:00 Comida

Programa Cientifico
Viernes tarde, 6 de mayo de 2016

PROGRAMA EDUCACIONAL

15:00 - 15:45 Enfoque diagndstico de los Sindromes Linfoproliferativos:
Novedades de la Clasificacion de la OMS

Dr. Elias Campo

Jefe de la Unidad de Hematopatologia, Hospital Clinic i Provincial de
Barcelona Catedrdtico de Anatomia Patologica de la Universidad de
Barcelona.

15:45 - 16:30 Nuevas terapias en en el tratamiento de neoplasias linfoides
Dr. Armando Lépez Guillermo
Consultor Senior de Hematologia. Hospital Clinic i Provincial de Barcelona.

16:30 - 17:00 Mesa redonda

17:00 - 17:15 Café

17:15 - 18:30 Presentacion de casos clinicos seleccionados

18:30 - 18:40 Entrega del premio al mejor caso clinico

18:40 - 19:00 Actividad historica del GELP

Dra. Rosa Ferrer

Médico Adjunto de Hematologia. Hospital Marina Alta, Dénia

Dra. M2 José Lis

Médico Adjunto de Hematologia. Hospital Francesc de Borja, Gandia
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10 anos del Grupo del Estudio de Linfoproliferativos

Comunicaciones XX Reunion del GELP

Dénia, 6 de mayo de 2016

Caso 01

Linfoma de células grandes B, ALK+. A propésito de un caso

C. Carretero, R. Andreu, E. Mayordomo, R. Hernani, M.F. Martinez, M. Arnao,
I. Jarque.

Caso 02

Linfoma T anapldsico ALK+: ;tienen todos buen pronéstico?
J. Clavel, A. Gascon, A. Lancharro, C. Cafiigral, M.J. Nicolau.

Caso 03

Linfoma T periférico citotdxico asociado a infeccién por virus de Epstein
Barr, hemofagocitosis y anemia hemolitica autoinme: Un reto diagnéstico
y terapéutico.

A. Mauricio, A. Teruel, M.J. Terol, C. Mora.

Caso 04

Mujer con edema nodular subcutdneo en miembros inferiores: un caso
raro y de dificil diagnoéstico.

C. Mora Val, C. Amoros Pérez, A. Mauricio Campos.

Caso 05

Sindrome de Richter durante el tratamiento con ibrutinib.
M.F. Martinez Garcia, R. Hernani, R. Andreu, M. Arnao, C. Carretero, |. Jarque.

Caso 06

Sindrome de Richter en paciente con leucemia linfatica cronica tratada con
Ac monoclonal anti-CD20 tipo Il asociado a clorambucilo.

M. Valero Nfiez, P. Carcel Corella, A. Lépez Martinez, V. Canovas, D. Gémez,
C. Alonso, C. Benet, C. Mas, R. Sancho-Tello, F. Lépez Chulia.

Caso 07

Pardlisis del lll y VI par en paciente con antecedente de linfoma MALT con
afectacion periorbitaria.

P. Carcel Corella, M. Valero Nufiez, V. Cdnovas, D. Gdmez, C. Alonso, C.
Benet. A. Lépez, C. Mas, R. Sancho-Tello, F. Lépez Chulia.

Caso 08

Cefalea de larga evolucion en paciente hematoldgica.
P. Cércel Corella, V. Cénovas Giménez, M. Valero Nufiez, D. Gémez, C.
Alonso, C. Benet, A. Lépez, C. Mas, R. Sancho-Tello, F. Lépez Chulia.

Caso 09

A raiz de un caso de tricoleucemia.
M.J. Lis, C. Lépez, N. Yagiie, F. Hernéndez, M.A. Ruiz.

Caso 10
Linfomas compuestos.
S. Ortiz, M. Orero, M. Roig, R. Collado, V. Sabater.

Caso 11

Paciente diagnosticado de mieloma muiltiple en el que se detecta
linfocitosis en sangre periférica.

M. Ferndndez-Caballero, M. Santos, E. Pérez Ceballos, M.J. Serna, A. Jerez,
M.D. Garcia Malo, J. Esteban, V. Beltrdn, F.J. Ortufio.

Caso 12
Diagnéstico diferencial entre neoplasias hematoldgicas.
M. Panero Ruiz, L. Marriaga Ospino.

Caso 13

Mujer con edema palpebral bilateral.

M. Jiménez Esteso, T. Lépez Cedefio, M.J. Sdnchez Sempere, F. Tarin, J.
Verdl Belmar, A. Acedo Martinez.

Caso 14

Mujer con proceso poliadenopético de larga evolucién: un caso de dificil
diagnéstico.

C. Amords Pérez.

Caso 15

Pancitopenia en paciente con LNH
N. Yaglie, V. Benavent, M.J. Lis, M. Garcia, M.A. Ruiz.

Caso 16

Sindrome hemofagocitico secundario en la leucemia linfocitica crénica
(LLC): A propdsito de un caso

B. Ferrer Lores, A. Teruel Casasus, B. Navarro Cubells, A. Pérez Martinez, A.
Ferrandez lzquierdo, M.J. Terol Castera.

Caso 17

¢;Sindrome de Richter?
M. Panero Ruiz, L. Marriaga Ospino.

(aso 18

Sindrome de Richter en la era de las nuevas terapias dirigidas.

B. Ferrer Lores, A. Teruel Casasus, B. Navarro Cubells, A. Pérez Martinez, A.
Ferrdndez Izquierdo, M.J. Terol Castera.

Caso 19

Linfoma T con reactivacion de virus Epstein Barr y linfoma no Hodgkin B
asociado.
N. Valdez Fernéndez, P. L. Fernandez Garcia, S. Sapia, A. Martinez Lorente.

Caso 20

Ictericia en paciente con LLC en remisiéon completa.
J. Bernabéu, M. Blanes, V. Castafio, T. Lépez, D. Borrego.
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Casos clinicos en la XX Reunion del GELP

01 Linfoma de células grandes B, ALK+. A
propdsito de un caso

C. Carretero, R. Andreu, E. Mayordomo, R. Hernani, M.F. Martinez, M.
Arnao, |. Jarque.
Hospital Universitari i Politécnic La Fe. Valencia.

Caso clinico

Varén de 60 afios, sin antecedentes patologicos de interés, que consultd
inicialmente por dolor intenso retroesternal asociado a odinofagia.
Referia cierta astenia en los ultimos meses y no presentaba otros
sintomas B.

Se le practicO una gastroscopia en la que se observd una lesion
esofagica y un estudio de imagen de térax mediante TAC y RM que
mostré una tumoracion de centro quistico-necrotico en mediastino
posterior en contacto con el eséfago y adenopatias de pequeilo tamaifio.

Inicialmente se considerd la posibilidad de un absceso o sobreinfeccion
de una lesion quistica preexistente, pero en una nueva TAC se apreciod
una reduccion espontanea de la lesion mediastinica y un crecimiento
adenopético con un tamafio de 1 a 2,5 cm en todos los territorios
ganglionares toracicos, asi como la aparicion de nuevas lesiones
nodulares en el bazo. Ante la sospecha de proceso linfoproliferativo el
paciente fue remitido a nuestro centro para completar estudio.

Se le realizo exéresis de una adenopatia supraclavicular en la que habia
una sustitucion completa de la adenopatia por una poblacion celular
atipica, grande y redondeada, de escaso citoplasma con nucleo central y
nucléolo eosindfilo evidente, con abundantes mitosis y focos de
necrosis. El estudio inmunohistoquimico (Figura 1) mostré intensa
expresion de VS38, ALK y PAXS y focal de CD138, EMA y CD45. La
IgG citoplasmica fue intensa, la expresion de CD30 fue citoplasmatica,
difusa y débil y la de ALK, granular citoplasmatica. El indice de
proliferacion (Ki67) fue 80%. El estudio citogenético mediante FISH
mostrd un reordenamiento del brazo corto del cromosoma 2 (gen ALK)
y ausencia de reordenamiento de gen IgH. El diagnostico histologico
fue de linfoma de células grandes B, ALK positivo.

Figura 1.

observa una intensa expresion de VS38C. La expresion de CD138 y EMA es focal
(By C); en D destaca la expresion intensa de ALK (a mayor aumento granular y
citopldsmica). La expresion de antigenos de linea T es negativa asi como la de
linea B (CD20; CD79a). Muestra expresion de IgG y restriccion de cadenas
ligeras kappa. No se observa expresién de LMP1de EBV. Otras técnicas de
inmunohistoquimica realizadas (CD56, CD43, VHH8) son negativas.

El estudio de extension mediante PET/TAC (Figura 2) mostro
adenopatias intensamente metabolicas en multiples regiones supra e
infradiafragmaticas y afectacion esplénica. No se observé infiltracion
medular y los valores de LDH y beta-2-microglobulina fueron
normales.

Figura 2. Comparativa de la PET-TC al diagnéstico y tras tratamiento. E: PET-TC
al diagnéstico; muestra adenopatias mediastinicas con hipermetabolismo (SUV
méx de 21); F: desaparicién completa de las adenopatias tras 6 ciclos de CHOP.
G: continda en remision completa a los 3 meses del autotrasplante.

Con el diagnostico definitivo de linfoma de células grandes B, ALK+
(estadio III-A, IPI: intermedio-bajo), se inicid quimioterapia de primera
linea (CHOP, 6 ciclos) tras lo que alcanzo respuesta completa y,
posteriormente, se administré6 quimioterapia de intensificacion
(esquema BEAM) y rescate con progenitores hematopoyéticos
autdlogos. Actualmente, 12 meses tras el diagndstico, el paciente sigue
en remision completa.

Discusion
El linfoma de células grandes B, ALK positivo es una entidad muy poco
frecuente (menos de 100 casos reportados) descrita inicialmente por

Delsol et al y reconocida en la clasificacion de la OMS como un subtipo
especifico (ICD-O code 97/37/3).

Suele presentarse de forma mas frecuente en varones en la cuarta
década de la vida, aunque el rango de edades es variable, pudiendo
aparecer en pacientes pediatricos. El diagnostico suele ser en estadios
avanzados como un cuadro poliadenopdtico, aunque también se ha
descrito la afectacion mediastinica o de localizaciones extraganglionares
(lengua, tracto gastrointestinal, hueso y otras).

La histologia caracteristica muestra un infiltrado monomorfo que ocupa
los sinusoides, por células que remedan inmunoblastos con un
componente plasmablastico variable. La inmunohistoquimica revela
positividad fuerte, granular y citoplasmica para la proteina ALK, y
positividad intensa para EMA y marcadores de célula plasmatica
(CD138; VS38); los antigenos leucocitarios asociados a linea son
negativos, el CD45 es positivo débil o incluso negativo y el CD30
tipicamente negativo aunque se ha descrito casos con afectacion focal y
débil. La mayoria muestran Ig citoplasmica, tipicamente IgA, aunque
también se han descrito casos que expresan IgG. Ocasionalmente puede
expresar citoqueratinas; esto junto con la positividad para EMA y la
poca expresion de CD45 puede llevar al diagndstico errébneo de
carcinoma pobremente diferenciado.

Es caracteristico, por otro lado, el reordenamiento del gen ALK,
habitualmente debido a una t(2;17)(p23;q23), responsable de la proteina
de fusion CLTC-ALK. Otros pacientes pueden expresar la
t(2;5)(p23;q35) que origina la proteina de fusion ALK-NMP, tipica del
linfoma T anaplasico ALK positivo. En estos casos el patron de la
inmunohistoquimica tendra distribucion citoplasmica y nuclear. En una
minoria de casos se han descrito otras alteraciones citogenéticas.

El diagnéstico diferencial comprende el linfoma anaplasico T-nulo ALK
positivo, el linfoma plasmablastico (tipicamente en enfermos infectados
por VIH con curso clinico muy agresivo y afectacion de cavidad oral
hasta en un 50% de los casos; la IHQ muestra positividad para EBER y
negatividad para ALK); la variante anaplasica del LDCGB (tiene un
patrén de crecimiento sinusoidal y puede mostrar expresion de CD30, el

AVHH



Revista Valenciana de Hematologia y Hemoterapia (2016);5

34

comportamiento clinico es también agresivo), la variante
inmunoblastica del LDCGB, el mieloma plasmablastico y, en general,
otros linfomas con morfologia plasmablastica y crecimiento sinusoidal.

Aunque no existe un tratamiento estandar dado el caracter poco comun
de este linfoma, se suele optar por regimenes convencionales (CHOP).
Dada la ausencia de expresion de CD20 el rituximab no parece ser una
herramienta terapéutica 1til. Algunos casos se han tratado con
regimenes mas intensivos con resultados poco concluyentes. Casi la
mitad de los pacientes experimentan recaidas precoces o resistencia a la
poliquimioterapia y el papel del trasplante hematopoyético (autélogo o
alogénico) no esta definido.

A diferencia del linfoma anaplasico ALK+, cuyo prondstico suele ser
favorable, el curso clinico de esta entidad suele ser agresivo, con una
mediana de supervivencia de 24 meses; los casos con enfermedad
localizada (estadios I-II) parecen tener un mejor prondstico global. El
uso de nuevos farmacos como anti-CD38 (daratumumab) o anti-ALK
(crizotinib) podria mejorar los resultados terapéuticos en estos
pacientes.
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02 Linfoma T anaplasico ALK+: ;tienen
todos buen prondstico?

J. Clavel', A. Gascon’, A. Lancharro?, . Caiigral', M.J. Nicolau2.
1Servicio de Hematologia y Hemoterapia. 2Servicio de Anatomia Patoldgica.
Hospital General Universitario de Castellon.

Caso clinico

Paciente mujer de 26 afios sin AP de interés. Consulta por 1* vez en
junio de 2014 a su médico de atencion primaria, por adenopatias
cervicales derechas, parotideas y supraclaviculares de tamafio
significativo. Tras no mejoria con AINES y antibiéticos, se remite a
Medicina Interna.

Clinicamente la paciente refiere astenia y sudoraciéon nocturna y a la
palpacion destaca la presencia de adenopatias cervicales derechas de
caracteristicas patologicas y gran tumefaccion parotidea derecha con
signos inflamatorios superficiales.

Se solicita una RMN maxilo facial, TAC completo y biopsia de
adenopatia cervical.

En las pruebas de imagen, por RMN se objetiva un compromiso
neoplasico difuso extenso en territorio periyugulo carotideo derecho,
adyacente a la glandula submaxilar y un compromiso adenopatico
extenso de la glandula parétida derecha.

En TAC se objetivan conglomerados adenopaticos supradiafragmaticos
(cervicales derechos, axilares y mediastinicos) con infiltracion de la
glandula parétida derecha.

Analiticamente destaca una Leucocitosis con neutrofilia ( Leucocitos
15.900/uL, 13.26 x103 PMN) y anemia (Hb 11.1g/dl). VSG 52 mm.
Bioquimica normal (LDH 274 UI/l) y beta 2-microglobulina 3.5 mg/l.
Serologias viricas negativas.

El estudio histolégico ganglionar es compatible con Linfoma
anaplasico de célula grande ALK+ (ALCL-ALK+), variante de
célula pequeia.

ALK+ Granzyme+

La paciente es derivada a nuestro servicio y tras completar estudio de
extension, corresponde a estadio IIE-B, IPI de bajo riesgo.

Inicia tratamiento de 1* linea segiin esquema CHOP x 4 ciclos entre el
18/07/14 y el 18/09/14, sin presentar complicaciones ni toxicidades
destacables.

En la valoracion por TAC tras 2 ciclos se objetiva quimiosensibilidad
con reduccion de las adenopatias en >50%, cumpliendo practicamente
criterios radiologicos de respuesta completa.

Tras 2 ciclos

Pre-tratamiento

Tras 4 ciclos se solicita PET/TC.
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A principios de octubre de 2014, estando pendiente de la realizacion del
PET/TC, la paciente ingresa por fiebre, cefalea, sintomas meningeos y
diplopia.

Se realiza puncion lumbar, estudio microbioldgico y RMN cerebral y
del neuroeje, objetivandose por citomorfologia y citometria de flujo en
el LCR, recaida leptomenignea, compatible con linfoma T ALK + (por
inmunohistoquimica). Se realiza TAC que descarta recaida sistémica y
en la RMN no se objetivan captaciones patologicas.

LCR (bioquimico)
Aspecto Claro
Glucosa <10 mg/dI
Proteinas 292 mg/d|
Hematies 15/microL
Leucocitos 2.550/microL
Polinucleares 0
Mononucleares 100%
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CD5:PerCP-Cy5-5-A LOGICAL
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CcD3 0% CD20 0%
CD4 0% CD38 0%
CD5 99% ++ CD45 45%++
CD8 0% CD56 99%+++
CD19 0%

Se analiza la poblacion en LCR, considerada patoldgica localizada por FW-Scy

RT-Sc en érea linfocitaria. Dicha poblacion representa el 93% de la celularidad

total. Infiltracion por poblacion linfocitaria T patoldgica.

Tras confirmarse la 1* recaida, exclusiva en SNC, se inicia el 10/10/14
tratamiento con quimioterapia triple intratecal (2 PL/semana) mejorando
los sintomas neurologicos y con quimioterapia sistémica de 2* linea con
esquema ESHAP.

Se administra de forma alterna con los 3 ciclos de ESHAP, metotrexate
a altas dosis (3g/m?), con intencion de realizar un ATSP posterior si se
objetiva quimiosensibilidad.

Tras 2° ESHAP, se procede a la movilizacion y recoleccion de CPH.

El 22/12/14 finaliza el tratamiento de 2 linea, y en la valoracion final
por PET/TC, se objetiva remision completa metabdlica y LCR negativo
por lo que se programa para la realizacion de ATSP.

Estando pendiente de la realizacion del ATSP, la paciente ingresa por
fiebre y crecimiento ganglionar axilar. Refiere ademas aparicion de 2
lesiones cutaneas en forma de placas rosadas de pequefio tamafio, en
tronco.

En TAC se objetiva progresion de la enfermedad supra e
infradiafragmatica y se realiza RMN cerebral y puncion lumbar, que
descarta recaida en SNC.

Se realiza biopsia de las lesiones cutaneas y de la adenopatia axilar
siendo compatibles con infiltracion por ALCL-ALK+.

Punch piel CD30+

Punch piel EMA+ focal

Punch piel ALK+

Ante la rapida progresion de la enfermedad y tratandose de una 2°
recaida/progresion, se desestima el ATSP, se realiza tipaje HLA a los
hermanos y se solicita tratamiento con brentuximab vedotin
(anti-CD30), con intencion de realizar un trasplante alogénico si se
objetiva quimiosensibilidad.

A la espera de la aprobacion del brentuximab, la paciente presenta
cefalea con signos de meningismo y en la PL se objetiva infiltracion por
linfoma T, por lo que se inicia tratamiento de 3* linea con citarabina
liposomal/15 dias y brentuximab vedotin.

Tras 2 ciclos de brentuximab y 4 ciclos de citarabina liposomal se
objetiva respuesta metabolica completa por PET/TC y LCR negativo
por lo que es aceptada para TPH haploidéntico.

Se realiza TPH haploidéntico (compatibilidad HLA 6/10) de su
hermano, utilizando régimen de acondicionamiento BUFLUTT, con las
profilaxis antiinfecciosas y de prevencion de EICH estipuladas por el
centro trasplantador. Se procede a la infusion de CPH el 30/06/15.

Como complicaciones durante el periodo de trasplante presenta
neutropenia febril sin foco y mucositis grado 2. No presenta EICH ni
otras complicaciones.

Actualmente la paciente se encuentra asintomadtica, y en remision
completa 9 meses.

Discusion

Los LNH-T constituyen menos del 15% de los LNH en adultos. Este
grupo heterogéneo de LNH tienen en general, peor pronostico que los
LNH-B, a excepcion del linfoma primario cutaneo T, formas leucémicas

indolentes y el ALCL-ALK+, este ultimo con una OS a los 5 afios de
aproximadamente el 70%-90%.

Los pacientes con ALCL-ALK+ presentan una traslocacion
cromosomica caracteristica, t(2;5)(p23;q35) en la mayoria de los casos,
resultando un gen de fusion NPM-ALK que da lugar a una proteina
quimérica con actividad tirosin kinasa. La mayoria de pacientes con
ALCL-ALK+ presentan sintomas B y estadios avanzados con frecuente
afectacion extranodal, siendo la infiltracion del SNC muy infrecuente.
Se considera este subtipo de LNH-T un linfoma agresivo pero
potencialmente curable.

Los pacientes con ALCL-ALK+ tienen mejor prondstico que los ALK-
(OS a los 5 afios 40%-60%). Esto se debe en parte a que los pacientes
con ALCL-ALK+ suelen ser pacientes mas jovenes, considerandose
como punto de corte, edad > 40 afios. Por debajo de esta edad no hay
diferencias en cuanto a OS entre los pacientes ALK+ y negativos.

En el ALCL-ALK+, el tratamiento de 1* linea consiste en
poliquimioterapia (regimenes basados en antraciclinas) , reservandose el
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ATSP para la recaida, casos refractarios y pacientes con IPI de alto
riesgo. Se considera que los pacientes con ALCL-ALK + con IPI >3
tienen el mismo prondstico que los ALK- y en estos casos deberia
valorarse el tratamiento de consolidacion con ATSP en 1? linea.

Hay varias revisiones bibliograficas donde se analizan los factores
pronosticos en el ALCL. Los principales factores predictores de
supervivencia son el estatus de ALK y el IPI (Figura 1).
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Figura 1. Progression-free survival (PFS) and overall survival (OS) of patients with
anaplastic large-cell lymphoma (ALCL) ALK positive according to age- and
beta2-microglobulin. Long-Term Outcome of Adults With Systemic Anaplastic
Large-Cell Lymphoma Treated Within the Groupe d’Etude des Lymphomes de
I’Adulte Trials. Sibon et al. JCO 2012.

La edad (>40 afos) al diagndstico también se considera como factor
pronostico independiente. Varios analisis coinciden con el valor de la
beta 2-microglobulina (>3mg/dl) como variable pronéstica
desfavorable. De modo que, pacientes que no presentan ninguno de
estos factores (edad > 40 afios y Beta2 >3 mg/dl) tienen una OS a los 8
afios del 84% y pacientes con ambos factores tienen una OS a los 8 aflos
de tan solo el 22%.

Estos factores pronosticos se mantiene para ambos subtipos de ALCL
(ALK+ y negativos).

Una de las particularidades del caso presentado es que siendo un
ALCL-ALK+ estadio localizado e IPI de bajo riesgo, y teniendo como
unico factor de mal pronodstico, tras el analisis presentado, la Beta2
microglobulina >3mg/dl, presente mala evolucion y quimiorresistencia.

La evolucion del caso, nos plantea la cuestion, que ademas del IPI y el
estatus ALK asi como de los factores expuestos previamente, deben
existir otros factores de riesgo, no estudiados hasta el momento, que
hagan que el ALK+ en algunos casos, tenga un prondstico similar al
ALK- 0 PCTL, NOS.

Recientemente en el ALCL-ALK -, se han distinguido 3 grupos a nivel
molecular (DUSP22, “triple negativos”, p63) con diferentes
prondsticos. En algunas revisiones refieren que si el ALCL-ALK+ con
IPI > 3 podria ser distinto también a nivel molecular.

La identificacion o busqueda de otros factores pronosticos podria ser
util para mejorar el manejo de los pacientes adultos con ALCL y podria
ayudarnos a estratificar correctamente a los pacientes, especialmente en
la era de nuevos tratamientos.

Otra de las particularidades del caso presentado, es la infiltracion del
SNC.

Los factores de riesgo y el prondstico de la infiltracion del SNC tanto al
diagndstico como en la recaida, han sido ampliamente estudiados en los
LNH-B , sin embargo los estudios al respecto en los LNH-T son muy
€scasos.

En un estudio restrospectivo de 625 pacientes con LNH-T, realizado por
un grupo sueco, analizan los factores de riesgo de recaida/progresion en
SNC y el pronostico.

De los 625 pacientes , 28 pacientes, un 4.5% desarrollaron enfermedad
en el SNC durante su evolucion. Una incidencia similar a la objetivada
en los LNH-B agresivos. Entre los subtipos histologicos que
presentaban mayor porcentaje de recaida en SNC se encontraban PCTL,
NOS 7%, EATL 7% y ALCL-ALK+ 6%.

Resultaron como factores de riesgo de infiltracion del SNC: > 1
localizacion extraganglionar, infiltracion cutdnea y gastrointestinal. La
afectacion leptomeningea fue mas frecuente que la parenquimatosa y la
mayor parte de las recaidas se objetivd en los 2 primeros afios tras
diagndstico.

El pronostico de los pacientes con recaida/progresion con afectacion de
SNC fue muy pobre, sin embargo no fue peor que aquellos que
recayeron sin afectacion del SNC.

Por ultimo, destacar que en este caso el tinico tratamiento que ha podido
oftrecer, por lo menos hasta el momento, la respuesta mas prolongada en
un linfoma quimiorresistente, ha sido el TPH alogénico.

Existen varias revisiones en pacientes con ALCL-ALK + de alto riesgo
y multiples recaidas, realizadas en niflos y adultos jovenes, con buenos
resultados post-TPH alogénico.

La efectividad del TPH-alogénico en estos pacientes sugiere la
existencia de un potente efecto injerto contra ALCL.

En conclusion, futuras investigaciones deben explorar factores
genéticos, vias de patogénesis y biomarcadores para poder desarrollar
estrategias de tratamiento adecuadas en los pacientes con ALCL-ALK+.

Es necesario poder identificar a aquellos pacientes con alto riesgo de
recaida, puesto que éstos podrian beneficiarse de tratamientos mas
intensivos evitando asi las recaidas que les confieren tan mal pronéstico.
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03 Linfoma T periférico citotdxico
asociado a infeccion por virus de Epstein
Barr, hemofagocitosis y anemia
hemolitica autoinme: un reto diagndstico
y terapéutico

A. Mauricio', A. Teruel2, M.J. Terol2, C. Mora'
Hospital Virgen de los Lirios, Alcoi. 2Hospital Clinico de Valencia.

Introduccion

El linfoma T periférico no especificado (LTPNE) es el mas frecuente (30%) y el mds
heterogéneo de los linfomas T periféricos. Su diagnéstico es por exclusién y su
presentacion es generalmente nodal, CD4+/CD8-, en estadio avanzado. Puede cursar
con eosinofilia, prurito y rara vez con sindrome hemofagocitico. El curso clinico es
agresivo, con frecuentes recaidas y mal pronéstico. La presencia del virus de Epstein
Barry la expresién citotdxica se asocian a peor prondstico.

Caso clinico

Varén de 64 afios, hipertenso bien controlado, ingresa en Medicina
Interna por sindrome constitucional de 15 dias de evolucion, sudoracion
profusa, pérdida de peso no cuantificada, prurito en muslos y orinas
oscuras. Presenta fiebre, hipotension y taquicardia. A la exploracion:
palidez, adenopatias laterocervicales bilaterales (de 1 a 3 cm),
hepatomegalia, esplenomegalia, livedo reticularis y edema de miembros
inferiores. Analiticamente destaca: bilirrubina y haptoglobina normal,
LDH 314 U/L, PCR 4.9mg/dl, banda monoclonal IgG kappa (320
mg/dl), B2 microglobulina 7.97 mg/dl, orina con
hemoglobina/bilirrubina positivo, hemoglobina 9.9g/dl, plaquetas
73.000/mcl, féormula leucocitaria normal (frotis: algiin linfocito con
aspecto atipico), coombs directo +4 y panaglutinina inespecifica. El
TAC revel6 adenopatias generalizadas entre 1,5 y 2,0 cm y
esplenomegalia (19,4 cm) con varios infartos esplénicos, con sospecha
de linfoma, por lo cual se interconsulta a Hematologia.

El aspirado medular objetivo eritroblastopenia y linfocitosis madura
(25%), determinandose por citometria una pequefla expansion
oligoclonal en los linfocitos T CD3+/CD8+ (2.9%), sugerente de
reactivo sin poder descartar sindrome linfoproliferativo. La citogenética
fue normal. Las biopsias medular y ganglionar mostraron un infiltrado
linfocitario maduro, pero el estudio no fue concluyente de malignidad.
Se detectd serologia positiva débil IgM e IgG para parvovirus y
ELISA-VIH positiva, sospechosas de falsos positivos, con serologia
negativa para CMV y VEB.

Tras 10 dias de ingreso y coincidiendo con el inicio de esteroides, el
paciente presenta deterioro clinico con anemia (Hb: 5.8 g/dl) y
trombopenia severas, mal rendimiento transfusional, linfocitosis
transitoria (Linfocitos: 30460/mcl) y aparicion de signos hemoliticos
evidentes, pero con reticulocitopenia severa. Pasd a cargo de
Hematologia donde, ante la altisima sospecha de sindrome
linfoproliferativo crénico y resultados contradictorios, se reevalud el
caso y solicitamos esplenectomia diagndstica. Post-esplenectomia
presentd mejoria de las citopenias y remision transitoria de los sintomas
B. Un nuevo estudio medular detect6é un 17% de linfocitos maduros y la
presencia de al menos un 10% de hemofagocitosis con datos analiticos
sugerentes de sindrome hemofagocitico. El inmunofenotipo de sangre
periférica reveld un 90% de linfocitos T CD3+ (85% de CD8+ y TCR
alfa-beta 100%) con PCR confirmatoria de clonalidad. La revision de la
biopsia medular, ganglionar y esplénica, detectd una extensa infiltracion
linfoide madura CD3+/CD8+, con EBER positivo. Compatible con
Linfoma T periférico citotoxico no especificado, asociado a infeccion
por VEB (PCR-VEB: 66.881 copias/mL). Se descartd la presencia de
ADN de parvovirus y de VIH. Las pruebas inmunohematologicas
detectaron coombs directo +4, IgG+C3d, con autoanticuerpo anti-E y
crioaglutinina evidente, compatible con anemia hemolitica autoinmune.

Inici6 tratamiento con DAHP, con reactivacion del CMV y progresion
con infiltracion de sistema nervioso central. Recibidé un segundo ciclo
con CHOEP mas 4 dosis de terapia intratecal, tras el cual presentd
sepsis, progresion adenopatica y tromboembolismo pulmonar. Tras
recuperacion, se administré un tercer ciclo con GemOx, persistiendo
progresion neuroldgica (polineuropatia sensitivomotora y disfagia),
complicaciones infecciosas (colecistitis), anasarca y finalmente
insuficiencia respiratoria refractaria, siendo éxitus a los 4 meses del
diagndstico.

Discusion

En este caso, el diagnostico de LTPNE se vié dificultado por los
resultados contradictorios en el estudio de extension debidos a la
compleja presentacion clinica. Sin embargo, la firme sospecha llevo
finalmente a la confirmacion del proceso. Lamentablemente, la ausencia
de respuesta del paciente al tratamiento quimioterapico, corrobord el

mal pronostico descrito en la literatura asociado a VEB y al tipo
citotoxico, y el reto terapéutico que atn supone esta entidad.

04 Mujer con edema nodular subcutaneo
en miembros inferiores: un caso raro y de
dificil diagnastico

C. Mora Val, C. Amoros Pérez, A. Mauricio Campos.
Hospital Virgen de los Lirios, Alcoi.

Introduccion

Se presenta un caso de Linfoma intravascular de célula grande B (LICGB). Este tipo de
linfomas es un linfoma no-Hodgkin raro, agresivo y de prondstico infausto,
caracterizado por la presencia de un infiltrado casi exclusivo de células neopldsicas B
que ocluyen la luz de los pequefios vasos, resultando clinicamente en lesién
isquémica multiorgdnica. Es infrecuente la afectacién ganglionar y de sangre
periférica. Dadas sus manifestaciones clinicas inespecificas, el LICGB a menudo
representa un reto diagndstico; de hecho en casi la mitad de los casos el diagnéstico
se realiza postmortem.

Caso clinico

Mujer de 81 afios de edad, remitida desde Medicina Interna para estudio
de anemia durante ingreso hospitalario. Antecedentes: hipertension
arterial, litiasis renal, histerectomizada. Clinicamente presenta astenia
intensa y fiebre de hasta 38,8°C pese a antibioterapia. A la exploracion
fisica presenta edema indurado en miembros inferiores hasta raiz, que
refiere aparecio en los 3 meses previos. Analiticamente destaca: Hb 8,4
g/dL (VCM 85 fL), VSG 120 mm/h, Ferritina 424ng/mL, PCR 9.8;
resto normal. En ecografia doppler venosa se confirma edema de tejido
celular subcutaneo bilateral, sin datos de trombosis venosa profunda.
Ecografia abdominal normal.

Un mes mas tarde presenta Hb 6,9 g/dL, leucocitos 8750/microL
(monocitos 1300/microL). Estudio de médula oOsea: hipercelular a
expensas de series mieloide y eritroide, con algunos rasgos displasicos
en serie eritroide. Se inicia soporte transfusional y seguimiento
evolutivo ante datos que sugieren anemia de trastornos cronicos.

Dos semanas después, presenta eritema y calor en miembros inferiores
junto con aumento del edema, que se extiende hasta abdomen. Ante la
sospecha de linfedema secundario a celulitis, se realiza nueva ecografia
doppler venosa que descarta trombosis venosa profunda. Mediante TC
se objetiva edema de partes blandas y adenopatias inguinales bilaterales
menores de lcm.

Tras 4 meses de evolucion sin etiologia filiada, el edema evoluciona
presentando un aspecto nodular e indurado, con deterioro del estado
general. Dada la mala evolucion, se realiza biopsia cutanea. Anatomia

AVHH



Revista Valenciana de Hematologia y Hemoterapia (2016);5

38

patologica: piel de estructura general normal. Se observa obliteracion de
la luz de los capilares por una poblacion celular de citoplasma apenas
visible y nucleo redondo, claro, con uno o varios nucleolos, que, en el
estudio IHQ revelan su naturaleza linfoide B: positividad en las células
tumorales para marcadores B (CD20, CD79a), Bcl2 y LCA; y
negatividad para CD15, CD30, CD45 Ro, CD3, CD34, CD31, EMA,
Cam5.2 y AE1/AE3. CONCLUSION: Linfoma intravascular de célula
grande B.

Se inicia quimioterapia segun esquema R-CHOP. Tras 3er ciclo,
presenta empeoramiento de las lesiones cutdneas, con intenso eritema y
formacion de placas induradas confluyentes;, ante la sospecha de
progresion de enfermedad, se realizan nuevas biopsias que informan de
paniculitis por adniponecrosis secundaria a quimioterapia y sin
evidencia de infiltracion por linfoma. Se continia quimioterapia hasta
completar cinco ciclos y posteriormente se asocia Metotrexate oral para
el control de la paniculitis.

Actualmente, tras 15 meses del diagnostico, la paciente continia en
seguimiento, con lesiones cutaneas estables y anemia moderada bien
tolerada.

Discusion

El LICGB es un diagnéstico dificil ya que la enfermedad estéa limitada a
la luz vascular. Por tanto, es de vital importancia considerar esta
posibilidad diagnodstica en los casos que la presentacion clinica lo
sugiera, dado que los pacientes pueden lograr remisiones completas con

el tratamiento, incluso en pacientes de edad avanzada como en el caso
presentado.

05 Sindrome de Richter durante el
tratamiento con ibrutinib

M.F. Martinez Garcia, R. Hernani, R. Andreu, M. Arnao, C. Carretero, S.
Romero, I. Jarque.
Hospital Universitari i Politécnic La Fe. Valencia.

Introduccion

La leucemia linfocitica crénica (LLC) es la leucemia mas frecuente en los paises
occidentales. Aunque suele tener un curso crénico, en muchos casos indolente, es
frecuente la transformacion a formas clinicas més agresivas conforme la enfermedad
progresa. Los nuevos farmacos que actlian sobre el receptor de la célula B (ibrutinib,
idelalisib) estdn mostrando una gran eficacia en el tratamiento de la enfermedad,
pero la informacién sobre la evolucién y complicaciones a largo plazo es escasa.
Presentamos un caso de sindrome de Richter con evolucién clonal durante el
tratamiento con ibrutinib, que fue refractario a las sucesivas lineas de terapia de
rescate.

Caso clinico

Varén de 28 afios de edad diagnosticado en 2009 de LLC, estadio I-B de
Rai-Binet, sin alteraciones citogenéticas. Como tratamiento de primera
linea recibi6 8 ciclos de R-CHOP, con lo que logré remision completa,
con enfermedad residual minima positiva.

En mayo de 2012 tuvo una primera recaida con adenopatias supra e
infradiafragmaticas, mazacote adenopatico mesentérico e infiltracion
difusa de médula o6sea. El estudio habitual de FISH no mostr6 en ese
momento alteraciones citogenéticas.

La inmunoquimioterapia de segunda linea (R-FC) no consiguié ninguna
respuesta. A principios de 2013 se remitid a nuestro centro para
participar en un ensayo clinico (R-Bendamustina/ibrutinib),
consiguiendo respuesta completa.

Aproximadamente 2 afios después, ain en tratamiento con ibrutinib,
presenté una segunda recaida con adenopatias supra e
infradiafragmaticas y una masa abdominal causante de sintomas
compresivos ¢ hidronefrosis izquierda, que requirid colocacion de un
catéter doble J. El estudio histologico de una adenopatia axilar fue
diagndstico de transformacion a linfoma difuso de células grandes B,
con una expresion intensa y difusa de CD20, CD5, MUM1 y BCL2 y un
indice proliferativo en torno al 80%. Se observo, asimismo, infiltracion
de médula 6sea masiva por el mismo tipo de células. El estudio
citogenético mostr6 entonces una evolucion clonal, con presencia de
una tetraploidia y del(17p).

Las sucesivas terapias de rescate administradas posteriormente
(R-ESHAP, R-GDP, R-ICE y Selinexor) no obtuvieron ningtin tipo de
respuesta. En octubre de 2015, en situacion de enfermedad refractaria,
el paciente fallecio debido a una infeccioén diseminada.

Discusion

El tratamiento con ibrutinib, un inhibidor de la tirosinquinasa de Bruton,
ha mostrado una gran eficacia en pacientes con LLC. Sin embargo, los
pacientes que recaen o progresan durante el tratamiento tienen un
prondstico muy adverso, habitualmente refractario a cualquier tipo de
tratamiento y con una esperanza de vida corta. Aunque la progresion a
sindrome de Richter parece ser una complicacion frecuente en pacientes
con LLC en recaida que progresan durante el tratamiento con ibrutinib,

no esta claro si su incidencia es superior a la descrita con otros farmacos
en fases similares de la enfermedad.

En nuestro paciente la LLC experimentd una transformacion a un
linfoma agresivo con evolucion clonal y aparicion de alteraciones
citogenéticas de mal pronostico. El curso clinico del sindrome de
Richter es en casi todos los casos rapidamente progresivo y con una
supervivencia muy corta, lo que hace necesario la busqueda de terapias
eficaces en esta fase avanzada de la enfermedad.

06 Sindrome de Richter en paciente con
leucemia linfatica crénica tratada con Ac
monoclonal anti-CD20 tipo Il asociado a

clorambucilo

M. Valero Niifiez, P. Carcel Corella, A. Lopez Martinez, V. Canovas, D.
Gomez, C. Alonso, C. Benet, C. Mas, R. Sancho-Tello, F. Lopez Chulia.
Hospital Arnau de Vilanova. Valencia.

Introduccion

El sindrome de Richter (SR) es la transformacion de una leucemia linfética crénica
(LLC) en un linfoma de alto grado, lo mas frecuente, en un linfoma B difuso de célula
grande (LBDCG). EI SR ocurre entre un 2% y un 10% de pacientes durante la evolucién
de su enfermedad, con una tasa de transformacién entre 0,5% y 1% de pacientes por
afio. El diagndstico es anatomopatolégico, mediante biopsia de adenopatia, y el
tratamiento se basa en la combinacién de inmuno-quimioterapia. El prondstico es
desfavorable.

Caso clinico

Se trata de un hombre de 75 afios con antecedentes personales de
hipertension arterial e hiperplasia benigna de prostata. Se diagnostico de
Leucemia Linfatica Cronica (LLC) Estadio C de Binet, RAI IV en Abril
de 2011. Recibid tratamiento en contexto de Ensayo Clinico CLL11 con
GA 101 (Obinutuzumab) + Clorambucil (6 ciclos). Alcanzé Respuesta
Parcial tras finalizar el tratamiento hasta Enero de 2016. En agosto de
2014, sufrio6 un episodio de Purpura Trombopénica Inmune que
respondio a tratamiento de primera linea con corticoterapia e Ig ev.
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En enero de 2016, ante crecimiento del tamafio del bazo en la
exploracion fisica, se realizd TAC corporal total en que se observaban
conglomerados adenopaticos intraabdominales, mesentéricos y
retroperitoneales, y se confirmaba esplenomegalia. En este momento el
paciente comenz6 a presentar pérdida de peso y astenia marcada. Se
indic6 estudio anatomopatoldgico ante sospecha de progresion.

En la anatomia patologica del conglomerado adenopatico en ligamento
gastrohepatico se objetivo una proliferacion linfoide difusa atipica con
fenotipo encuadrable en linfoma B difuso de célula grande,
morfoldgicamente rico en células T. Con un indice proliferativo en torno
al 70-80%, CD20 negativo, CD19, CD79a, BCL-2 y BCL-6 positivos.
El estudio medular se consider6 libre de infiltracion por proceso
linfoproliferativo.

A la espera de resultados de las pruebas mencionadas, el paciente
ingresa con deterioro importante del estado general y sindrome febril sin
focalidad infecciosa aparente. Los hemocultivos realizados son
positivos para Listeria Monocytogenes, en las pruebas de imagen no se
objetiva afectacion neuroldgica y se inicia tratamiento antibidtico
dirigido con ampicilina y gentamicina.

Ante el diagnéstico de SR, se inicia tratamiento segun esquema con
Ciclofosfamida, Vincristina, Doxorrubicina liposomal y Prednisona
(CHOP). Se realiza profilaxis de sindrome de lisis tumoral con
rasburicasa y profilaxis de neutropenia febril con pegfilgastrim. Buena
tolerancia inicial a la administracion del primer ciclo de tratamiento, que
se realiza ingresado.

El paciente queda afebril, pero aparece ascitis, insuficiencia cardiaca e
infeccion respiratoria que evolucionan de manera torpida, sin ser posible
el alta del paciente, y siendo éxitus en marzo de 2016.

Discusion

Aportamos un caso de SR (transformacion a LBDCG) en un paciente
con LLC tratada con Ac monoclonal anti-CD20 tipo II (Obinutuzumab)
asociado a Clorambucilo. La transformaciéon a SR empeora
notablemente el pronodstico de los pacientes con LLC. Esta
complicacion, como ejemplifica este caso clinico, sigue ocurriendo a
pesar de las nuevas herramientas terapéuticas de que disponemos para
combatir la LLC y que han mostrado mejorar tanto las tasas de remision
global, como la supervivencia libre de progresion y la supervivencia
global.

07 Paralisis del 11l y VI par en paciente
con antecedente de linfoma MALT con
afectacion periorbitaria

P. Carcel Corella, M. Valero Nuiiez, V. Canovas, D. Gomez, . Alonso, C.
Benet. A. Lopez, C. Mas, R. Sancho-Tello, F. Lopez Chulia.
Hospital Arnau de Vilanova. Valencia.

Introduccion

El linfoma MALT es un linfoma no Hodgkin que tiene su origen en el tejido linfoide de
las mucosas. Representa entre el 7y el 10% de todos los linfomas no Hodgkin.

Caso clinico

Paciente mujer de 71 afios en seguimiento por Hematologia por
Gammapatia Monoclonal de Significado Incierto desde enero de 2010,
en controles periddicos, sin precisar tratamiento. Como antecedentes
personales presentaba un Sindrome de Sjogren, infeccion por VHC e
HTA.

En marzo de 2012 la paciente nota tumefaccion palpebral derecha, por
lo que acude a Oftalmologia donde se decide biopsiar, siendo el
resultado de Linfoma tipo MALT. La paciente es remitida de forma
preferente a la consulta de Hematologia, donde se inicia estudio de
extension, diagnosticandose de Linfoma no Hodgkin tipo MALT con
afectacion periorbitaria bilateral y de MO. Estadio IV A. IPI 2.

Inicia tratamiento en agosto 2012 con R-CVP 6 ciclos, cada 21 dias + 2
ciclos Rituximab adicional + RT locoregional. Finaliza en enero de
2013. Valoracion post tratamiento: Remision Completa.

En Julio de 2013 se observa una disminucién de la cifra de Hb, un
aumento de la VSG y un discreto aumento de la viscosidad plasmatica;
ante la sospecha de recidiva subclinica, se solicita estudio de MO, TAC
corporal total y RM orbital, con resultado de: remision completa no
confirmada por lesion residual en angulo anterobasal externo del OD.

En octubre de 2014 la paciente refiere aumento de tamafio de la pardtida
derecha y adenopatia cervical derecha por lo que se solicita biopsia y
TAC. En el TAC se aprecia un aumento del niimero y tamaiio de las
adenopatias supra e infradiafragmaticas. Biopsia parotidea y adenopatia
cervical con resultado de Linfoma MALT estadio III-A en 1* recaida.

Se inicia tratamiento segiin esquema R-Bendamustina 6 ciclos (inicio
noviembre 2014; fin abril 2015). Valoraciéon tras fin de tratamiento:
Respuesta completa.

Episodio actual

En septiembre de 2015 la paciente acude al Servicio de Urgencias por
cefalea periorbitaria, diplopia, ptosis derecha progresiva, sensacion de
acorchamiento en ala nasal derecha y rinorrea. Con el diagndstico de
paralisis de III y VI pares craneales derechos ingresa en el Servicio de
Neurologia.

Durante el ingreso, se realiza RMN cerebral, en la que se observa una
imagen muy sugestiva de meningioma (que ya se observaba en la RMN
de 10/04/15). Se revisan las imagenes junto con el servicio de
Radiologia: el comportamiento del meningioma descrito es atipico ya
que, comparativamente con el estudio previo, presenta un crecimiento
muy rapido.

Con estos hallazgos, se contacta con el Servicio de Neurocirugia del
Hospital La Fe por la necesidad de biopsiar la lesion. La paciente se
traslada al servicio de Neurocirugia del Hospital La Fe, donde le
realizan una biopsia transesfenoidal con el resultado de LOE secundaria
a Aspergillus fumigatus.

La paciente inicia tratamiento combinado con Anfotericina B +
Voriconazol 8-10 dias y posteriormente con Voriconazol 200 mg c/12
horas, con el que continta en la actualidad.

Discusion

Los pacientes inmunodeprimidos tienen una especial predisposicion
para desarrollar infecciones fungicas invasivas (IFI). Los agentes mas
frecuentes en estos pacientes son Candida spp y Aspergillus spp, siendo

en este ultimo responsable del 85% de estas infecciones, como es el
caso de la paciente anterior.
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08 Cefalea de larga evolucion en paciente
hematologica

P. Carcel Corella, V. Canovas Giménez, M. Valero Niiiez, D. Gomez, C.
Alonso, C. Benet, A. Lopez, C. Mas, R. Sancho-Tello, F. Lopez Chulia.
Hospital Arnau de Vilanova. Valencia.

Introduccion

La cefalea es uno de los motivos de consulta mas frecuentes de los pacientes en el
servicio de Urgencias. En los pacientes inmunodeprimidos hemos de identificar
rapidamente los signos de alarma que nos indican que debemos ampliar el estudio.

Caso clinico

Paciente mujer de 68 afios diagnosticada de Leucemia Linfética Cronica
B en enero de 2006. Comorbilidades: HTA, dislipemia, DM tipo II,
temblor esencial cefalico. Inici6 tratamiento de 1* linea segun esquema
fludarabina-ciclofosfamida. Valoracion: respuesta completa.

En agosto de 2011: progresion de enfermedad. Inicia 2* linea de
tratamiento segun esquema rituximab-bendamustina; Valoracion:
remision parcial.

En febrero 2015: segunda recaida; inicia tratamiento de 3* linea con
Ibrutinib.

Episodio de interés

Consulta en el Servicio de Urgencias el 26/09/2015 por cefalea de mes y
medio de evolucién occipital bilateral, irradiada a region frontal,
vespertina, intensa, refractaria a analgesia; nduseas sin vOmitos.
Asociaba fiebre sin foco, asi como breves episodios de amnesia.

Analitica: Hb 10.7 gr/dL, Leucocitos 50.7 x 10"9/L (Neutrofilos 5.4
x10"9/L, Linfocitos 44.7 x10"9/L). Bacteriuria.

Se realiza TAC: Nodulo hipodenso de 5 mm en lobulo occipital derecho
(Figura 1).

Ingresa en el Servicio de Neurologia con diagndstico de cefalea con
signos de alarma en paciente inmunodeprimido, probablemente
secundaria a lesion observada en TAC vs efecto adverso de Ibrutinib.
Por este motivo se suspende el tratamiento con Ibrutinib. Inicia
Cefuroxima por ITU.

Se realiza PL el dia 30/09/15: Aspecto: xantocromico. Citobioquimica:
951 células nucleadas/uL; 7% PMN, 92% mononucleares, < 20 mg/dL
glucosa, 327 mg/dl proteinas, 0 hematies/microL. Subpoblaciones
linfocitarias: normales. Citologia: negativa. Microbiologia: Todo
negativo.

A la espera de los resultados microbiologicos se sospecha una
Meningitis linfocitaria con consumo de glucosa: meningitis
carcinomatosa por LLC-B vs infecciosa.

Inicia tratamiento empirico con Anfotericina B liposomal, vancomicina,
ceftriaxona y ampicilina, y rifampicina, pirazinamida, etambutol mas
isoniazida

Tras iniciar antibioterapia empirica, la paciente presenta mejoria clinica
y permanece subfebril. Se realiza nueva PL el dia 07/10/15 como
control evolutivo: Aspecto: turbio. Citobioquimica: 319 células
nucleadas/uL; 99% mononucleares, glucosa 36 mg/dL, proteinas 91
mg/dL. Microbiologia: todo negativo.

El 16/10/15, Microbiologia avisa del crecimiento de hongo
levaduriforme pendiente de identificacion; se suspenden los
tuberculostaticos y se mantiene Anfotericina B liposomal.

Resultado final (19/10/15): Cryptococcus neoformans, tras 20 dias de
ingreso y 17 dias tras primer cultivo de LCR; Ag reiteradamente

negativo, tincion de tinta china negativa. Se plantea la posibilidad de
que sea un Cryptococcus Neoformans decapsulado, sin llegar a
realizarse estudio molecular.

Se realiza otra PL de control a los 15 dias de tratamiento con
Anfotericina B: Aspecto: Traumatica (110 hematies/microl).
Citobioquimico: 98% mononucleares, glucosa normal, proteinas 62
mg/dl, 99 células nucleadas/microL. Microbiologia: Todo negativo.

Tras la PL la paciente inicia dolor en ambos MMII irradiado hasta talon
con afectacion del estado general, RM dorso-lumbar (21/10/15):
Hematoma epidural lumbar secundario a PL (Figura 2). Inicia
tratamiento con analgesia y corticoides (Dexametasona).

La paciente fue dada de alta el 27/10/15. Presentd buena evolucion
posterior con estabilidad neuroldogica. Contintia con Fluconazol crénico
por inmunosupresion tras meningoencefalitis. Se reinicio Ibrutinib el
23/12/15 aunque se suspendid posteriormente por neutropenia grado II1
y diarrea.

Figura1

Figura 2

Discusion

Ante un episodio de clinica neuroldgica en un paciente en tratamiento
activo siempre hemos de tener presente, como una de las causas mas
probables, la causa infecciosa aunque no podemos descartar la
progresion de la enfermedad. En el caso anterior también debiamos
pensar en el origen farmacolégico ya que el paciente estaba en
tratamiento con Ibrutinib y la cefalea estd descrita como efecto adverso
muy frecuente.

09 Araiz de un caso de tricoleucemia

M. J. Lis', C. Lopez2N. Yagiie', F. Hernandez', M.A. Ruiz'.
1Servicio de Hematologia. 2Servicio de Anatomia Patoldgica. Hospital Francesc de
Borja. Gandia.

Introduccion

Los sindromes linfoproliferativos con expresion en sangre periférica y afectacion
esplénica constituyen un 3-5% de los linfomas. La Tricoleucemia (TL) es un proceso
linfoproliferativo crénico de células B poco frecuente que actualmente es considerado
uno de los tipos de linfoma no Hodgkin de curso indolente. Es ademds una de las
causas de esplenomegalia masiva, forma en la que se presenta hasta en un 25% de
las ocasiones. En la OMS 2008 separa la TL clasica de la TL variante y del linfoma
esplénico de pulpa roja estos dos Ultimos dentro de inclasificables.

Caso clinico

Mujer de 60 afios remitida desde primaria para estudio de bicitopenia.
Presenta anorexia, astenia con pérdida de 10 kg de peso en 3 meses y
molestias en hipocondrio izquierdo. No presenta sudoracion, ni fiebre,
ni otros episodios infecciosos.
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Exploracion fisica: No adenopatias. Esplenomegalia hasta pala iliaca
izquierda. Ningun otro hallazgo destacable.

Pruebas complementarias: Hemograma: Hb 8,9 g/dl, leucocitos 1.9x
10°/L; plaquetas 98 x 10°/L; neutrofilos 0.9 x 10 /L; monocitos 0.1x
10%/L; linfocitos 0.8x 10%/L. Frotis de sangre: 1-2% de linfocitos con
prolongaciones citoplasmaticas de distribucion irregular. En la serie
eritroide se observan eliptocitos y esquistocitos aislados. Bioquimica:
LDH 331 (120-460), B2 microglobulina 3.89 mg/L (0.8-2.2), creatinina
1.14 mg/dl, proteinas totales 5.98 g/dl, albumina 3.7 g/dl. Pruebas de
funcion hepatica: normales. Serologias: VHC, VIH, VEB negativo, Ac.
anticore VHB positivo y Ag. Superficie Negativo, carga viral VHB
negativa. Proteinograma: sin componente monoclonal. Citometria de
flujo: CD 20+; CD1lc+ intenso, CD103+, CD25 negativo. Citoquimica:
FATR negativa.

Aspirado de médula dsea: grumos escasos y celularidad normal, con el
21% de la celularidad no eritroide de linfocitos con predominio B y
disbalance Kappa. Morfolégicamente se han observado tricoleucocitos.

Biopsia de médula 6sea: médula désea hipocelular; con infiltracion
intersticial por células linfoides B CD20+ con reduccion de la
celularidad hematopoyética normal e incremento de la trama
reticulinica. Son CD5, CD10, CD23 y ciclina D1 negativos, que
expresan anexina 1 (nucleo/citoplama) compatible con tricolecemia.

TAC toracoabdominopelvico: Gran esplenomegalia de 32x16cm con
efecto masa sobre estructuras abdominales. Higado sin lesiones. No
adenopatias.

Evolucion

Ante sintomas B y compromiso clinico la paciente inicia tratamiento
con 2-CDA el 24/09/12 alcanzando enfermedad estable. En Junio 2013
presenta progresion clinica e inicia tratamiento de 2° linea con
Pentostatina x 4 ciclos . La valoracion tras esta 2° linea fue de
refractariedad por lo que se decide tratamiento de 3° linea con
Esplenectomia en noviembre 2013 con mejoria clinica y recuperacion
hemoperiférica. En Mayo 2014 refiere anorexia y astenia con
leucocitosis 99 x 10%/L y un 10% de linfocitos vellosos y un 65% de
células inmaduras en sangre periférica . Se detecta un 80% por FISH
reordenamiento MYC/IgH con t(8;14).

Esplenectomia (noviembre 2013): Histologia: pieza de 33x16x10 cm,
La pulpa roja sustituida por linfocitos maduros , con nucleos redondos o
hendidos y citoplasma palido, Pulpa blanca esta atrofiada u ausente.
Inmunohistoquimia: CD20 y CD19 + débiles, ciclina D1 negativo,
CD5, CD10 y Cd23 negativos.

Diagnostico

Tricoleucemia transformada en linfoma difuso de células grandes /
linfoma Burkitt.

Discusion
Algunos estudios han demostrado recientemente que la mutacion
V600E del oncogen BRAF estd estrechamente relacionada con el

diagnostico de TL. La anexina-1 ha demostrado tener alta sensibilidad y
muy elevada especificidad en este grupo de pacientes.

La transformacion de la TL es rara (en el 5% de casos asociandose a
refractariedad en tratamientos previos con andlogos de purina) y
segundas neoplasias con 14% a los 15 afios.

10 Linfomas compuestos

S. Ortiz!, M. Orero’, M. Roig, R. Collado’, V. Sabater?
1Servicio de Hematologia y Hemoterapia. 2Servicio de Anatomia Patoldgica.
Hospital General Universitario de Valencia.

Introduccion

El linfoma compuesto, definido como dos o mas tipos de linfoma morfolégica e
inmunofenotipicamente diferentes en una misma localizacién anatémica, constituye
un reto diagnéstico. Presentamos un caso de linfoma compuesto de Linfoma Folicular
(LF) y linfoma de Células del Manto (LCM) biclonal con afectacién extranodal.

Caso clinico

Presentamos el caso de un varén de 58 afios, que consulta por
tumoracion laterocervical izquierda de 2 meses de evolucion. En el
examen fisico se objetivan ademas multiples adenopatias de 1 a 2 cm
cervicales, supraclaviculares, axilares e inguinales, blandas y no
dolorosas. El TAC confirm6 afectacion supra e infradiafragmatica.
Analitica normal.

Con el resultado histologico de la adenopatia se diagnostica de Linfoma
de células B tipo folicular grado II, con positividad para CD20, CD79a,
CD10, BCL2, BCL6, CD23 y con reordenamiento de cadenas ligeras:
Iglambda Clonal. En el estudio de extension en médula 6sea: FISH
t(14;18)(q32;q21) Positivo y t(11;14)(q13;q32) Negativo.

Se mantuvo conducta expectante hasta 2 afios después cuando presenta
exoftalmos y diplopia sin otros crecimientos adenopaticos ni sintomas
B. Se biopsia la lesion orbitaria que es informada como proliferacion
linfoide difusa con linfocitos de mediano y gran tamafio con positividad
para CD20, CD79a, bcl-2 y Ciclina D1 en las areas difusas y en areas
foliculares residuales positividad focal para CD23, CD10 y bcl-6. FISH:
t(11;14)(q13;q32) Positivo - t(14;18)(q32;q21) Negativo. PCR t(14;18)
(932;g21): POSITIVO. PCR t(11;14) (q13;932): NEGATIVO. En
médula odsea infiltracién linfoide del 17% por células de mediano
tamafio con alta relacion niicleo/citoplasma y aspecto maduro, CD19+/
CD20+/CD5+/ CD10-/ CD23-/CD200-, con restriccion de cadenas
ligeras kappa. FISH médula osea: t(11;14)(q13;q32) Positivo y
t(14;18)(q32;q21) Negativo. PET/TAC: Afectacion ganglionar
hipermetabdlica supra e infradiafragmatica. Estudio LCR: Citologia
Negativa. Inmunofenotipo sin observarse poblacion linfoide B.

Con el diagnostico de Linfoma del Manto Estadio IV se revisa la
histologia de la primera adenopatia ampliandose tincion con ciclina-D1
presentando positividad en la zona del manto de algunos de los foliculos
linfoides; todo ello compatible con coexistencia de Linfoma Folicular
Lambda y Linfoma de Células del Manto kappa en el momento del
diagndstico. Con estos datos se inicia tratamiento para linfoma agresivo
con el esquema R-HyperCVAD.

Discusion

El Linfoma Compuesto con componente de Linfoma Folicular y
Linfoma de Células del Manto es poco frecuente con apenas 9 casos
reportados en la literatura.!2 La patogénesis es compleja, siendo todavia
un tema de debate el hecho de que ambos componentes deriven de una
célula progenitora comin o se trata de dos clones de células B
diferentes. Debido a su baja incidencia no se conoce el prondstico de

estos pacientes, no existen tratamientos especificos para estos linfomas
y de hecho, al dia de hoy, no hacen parte de alguna clasificacion.
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11 Paciente diagnosticado de mieloma
multiple en el que se detecta linfocitosis

en sangre periférica

M. Fernandez-Caballero?, M. Santos’, E. Pérez Ceballos', M.J. Serna’, A.
Jerez!, M.D. Garcia Malo?, J. Esteban?, V. Beltran?, F.J. Ortuiio’

1Servicio de Hematologia y Oncologia Médica. Hospital Universitario Morales
Meseguer. Murcia. 2Servicio de Hematologia. Hospital Virgen del Castillo.

Introduccion
Se presenta el caso de un paciente con Mieloma Muiltiple IgA lambda con presencia
de linfocitosis absoluta durante la recaida biolégica tras tratamiento con VMP.

Caso clinico

Se presenta el caso de un varon de 72 afnos que en Septiembre de 2010
fue diagnosticado en otro centro de Mieloma Multiple IgA lambda
estadio II-A (DS), ISS-2. Presentaba la siguiente analitica: WBC
4.4x10e9/L (24N, 1.4L), Hb 10,2 g/L, Plaquetas: 142x10e9/L.
Bioquimica: Creatinina 1.09 mg/dL, Ca 8.8 mg/dL, B2 microglobulina
3.7 mg/L, IgA 44 g/L 1gG 1,9 g/L e IgM 0.9 g/L, Albumina 31 gr/L y
proteinograma con componente monoclonal (CM) IgA A de 38,3 gr/L.
Bence-Jones e IEF en orina fueron negativos. La serie dsea no
presentaba lesiones liticas. Se realizé aspirado de M.O. que objetivo un
15% de células plasmaticas atipicas. Se inici6 tratamiento con esquema
VMP, alcanzando remision completa tras 9 ciclos. En Julio de 2014 se
objetivo recaida bioldgica lentamente progresiva (CM), presentando en
Diciembre de 2015 CM de 7,1 gr/L. Un hemograma objetivd
leucocitosis y linfocitosis absoluta.

En ese momento fue remitido a nuestro servicio. El hemograma
objetivo WBC 16.8x10e9/L (2.0IN, 11.8L y 2.7M), Hb: 13.4 g/L
Plaquetas: 100x10e9/L. En un estudio inmunofenotipico de S.P.
objetivd predominio de elementos CD19+/CD5+. El estudio de
extension (pruebas de imagen) mostrd adenopatias pretraqueales,
axilares, en hilio hepatico y tronco celiaco, en su totalidad de <2 cms,
ademas de una esplenomegalia homogénea de 19 cms. El estudio
citolégico de M.O objetivd un 33% de linfocitos con morfologia
madura atipica; estos elementos eran mayoritariamente de pequefio
tamaflo con alta relacion N/C. Los nucleos eran redondeados o
monocitoides y presentaban cromatinas maduras aunque con escasas
condensaciones; la mayoria presentaban uno o mas nucleolos de
pequeflo tamafio; en muchos de ellos se observan prolongaciones
citoplasmaticas poco conspicuas. Ademas se objetivo un 8% de células
plasmaticas de caracteristicas atipicas. El estudio histologico de M.O.
hall¢ infiltracién por células plasmaticas atipicas e infiltrado linfoide B
nodular e intersticial con patrén mixto. El estudio inmunofenotipico de
M.O. objetivd una poblacion linfoide B CD19+, CD10-, CD5+, CD23-,
CD20+(IFM: 2735), CD8I1+(IFM: 114), CD200- CD22+(IFM: 148),
CD79b+(IFM: 365), FMC7+(IFM: 1092), CD11c-, CD25+(IFM:109),
CD45+(Ly), CD38+8IFM: 178), ZAP70+(40%) y monoclonalidad
lambda (IFM: 106). Se objetivd ademas la existencia de 5,6% de
elementos con fenotipo CD138+, CD38+++, CDI19- y CD45-. El
cariotipo fue 46,XY [20]; el estudio de bell, bel2, bel6 e IgH por FISH
fue negativo. Se efectu6 biopsia de ganglio axilar que mostro
infiltracién difusa por células pequefias, intensamente positivas para
CD19, CD20 y CDS, con restriccion de cadenas ligeras lambda, y
positividad para IgD y MNDA. Ciclina D1, SOX11, MUM 1 y LEF 1
resultaron negativos.

Con todos los datos anteriores se establecieron los diagndsticos
definitivos de linfoma esplénico de la zona marginal y de mieloma
multiple IgA.

El paciente ha iniciado tratamiento con bortezomib, ciclofosfamida,
dexametasona y rituximab, y tras tres ciclos presenta buena respuesta
bioldgica con desaparicion de la linfocitosis y reduccion del C.M.

12 Diagnoéstico diferencial entre
neoplasias hematoldgicas

M. Panero Ruiz, L. Marriaga Ospino.
Hospital Doctor Peset. Valencia.

Introduccion

Las enfermedades hematoldgicas son un grupo de enfermedades complejas que
suelen afectar a la médula ésea, o a 6rganos linfoides. A menudo tienen una
sintomatologia similar, lo que puede hacer complejo el diagnéstico en algunos casos.

Caso clinico

Varén de 73 afios con antecedentes médicos de interés: HTA en
tratamiento médico, EPOC tipo Bronquitis crénica (exfumador).
Estudiado previamente en nuestro servicio por presentar un rasgo
talasémico, con cifras de Hb habituales en torno a 10.5-11 g/dl.

En 2012 es remitido de nuevo a nuestras consultas por empeoramiento
en sus cifras de Hb (8.5-9 g/dl), y neutropenia (en torno a 1.7x10e9/L).
Se realiza un estudio analitico completo + aspirado de médula dsea,
siendo diagnosticado de SMD tipo Anemia refractaria con sideroblastos
en anillo (ARSA). Inicia tratamiento con agentes eritropoyéticos
asociado a factor estimulante de colonias granulociticas, alcanzando
respuesta completa 'y manteniendo sus cifras basales de Hb sin otras
citopenias durante el seguimiento.

Dos afios y medio tras el diagnostico, en un control rutinario, refiere
astenia importante de un par de meses de evolucion, sin otra clinica
acompailante. En hemograma: Hemoglobina: 8.2 g/dl, Leucocitos:
4x10e9/L, con unos neutrofilos absolutos 1.2x10e9/L, Plaquetas
68x10e9/L. Resto de exploraciones complementarias normal, salvo un
acido urico ligeramente elevado. Ante sospecha de progresion del SMD
o pérdida de respuesta al tratamiento, se reevalia de nuevo realizando
un aspirado de médula dsea, sin cambios en el diagnostico de ARSA
(sin estudio citogenético; no se obtuvieron metafases).

El paciente recibe transfusion de hematies. Antes de tomar decision
terapéutica se solicita biopsia de médula dsea y en esa misma consulta
el paciente nos informa que presenta edema con fovea en Miembro
inferior derecho hasta muslo, de aproximadamente 1 mes de evolucion.
A la exploracion fisica presenta adenopatias de hasta 2 cm a nivel
cervical, axilar e inguinal, y esplenomegalia masiva. No sintomatologia
B. En la bioquimica Gnicamente destaca un acido urico de 10 mg/dl y
LDH 290 UI/L.

Se solicita un TC toraco-abdomino-pélvico, apareciendo multiples
adenopatias tanto supra como infradiafragmaticas de tamafio
significativo junto a hepatoesplenomegalia masiva.

El estudio de Citometria de Flujo de sangre periférica (sp) confirma una
infiltracion por SLPC-B, con una cifra de linfocitos absolutos en sp de
3x10e9/L. Se realiza biopsia de una adenopatia supraclavicular que
muestra infiltracion por linfoma de células del manto.

El paciente ademds de su SMD tipo ARSA ya conocido es
diagnosticado de una segunda neoplasia hematoldgica, Linfoma de
células del Manto leucemizado, estadio IV-A, con un MIPI de alto
riesgo e inicia tratamiento con quimioterapia en junio de 2015 segun
esquema R-BCAPx21.

La tolerancia al tratamiento es buena pero la recuperacion de las
citopenias entre ciclos es lenta lo que obliga a un retraso importante
entre los mismos a pesar de soporte con transfusiones y agentes
estimulantes de colonias. No requiere ingresos por infeccion ni otras
complicaciones. Tras el 3° ciclo se realiza un TC completo de
reevaluacion, objetivando quimiosensibilidad, obteniendo una respuesta
parcial. Consigue completar 5 ciclos de tratamiento (altimo recibido en
octubre de 215). En la evaluacion final con TC (Febrero 2016) solo
aparecen 2 pequeflas adenopatias retroperitoneales de 12 mm.
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El paciente sigue controles en la actualidad en nuestras consultas sin
requerir transfusion, y continia precisando G-CSF y EPO para el
tratamiento de su sindrome mielodisplasico.

Discusion
El linfoma de células del Manto es una enfermedad que puede cursar
con citopenias por infiltraciéon medular, por lo que el diagnostico entre

enfermedades hematologicas en ocasiones no es sencillo y en nuestro
paciente se vio entorpecido por su patologia medular de base.

El manejo de este paciente al partir ya de otra enfermedad medular, no
fue sencillo a causa de las citopenias presentes sin recuperacion
completa entre ciclo y ciclo y el alto requerimiento transfusional de
hematies y plaquetas, que obligd a demoras considerables en los ciclos
de quimioterapia, a pesar de lo cual permitié administrar 5 ciclos con
una respuesta Optima.

13 Mujer con edema palpebral bilateral

M. Jiménez Esteso, T. Lopez Cedeio, M.J. Sanchez Sempere*, F. Tarin*, J.
Verdi Belmar*, A. Acedo Martinez.
Hospital Universitario de la Vega Baja. *Hospital General Universitario de Alicante.

Caso clinico

Mujer de 63 afios diagnosticada de linfoma folicular IIIB con masa
Bulky en octubre de 2015 de grado 1.

Presenta a las 3 semanas de haber terminado el tratamiento de primera
linea con 6 ciclos de R-CHOP edema parpebral bilateral mas
pronunciado en el ojo izquierdo con exoftalmos marcado y quemosis.
Dolor ocular y vision borrosa, diplopia no persistente, tras haber pasado
una infeccion de vias respiratorias altas. Se realiza TAC craneal,
descartandose la presencia de masas intracraneales.

La paciente es derivada a Oftalmologia y se solicita RMN orbitaria y se
programa para puncién lumbar. A la semana de presentar el edema
presenta también adenopatia superficial en parotida izquierda. La
biopsia de la adenopatia no es concluyente. El informe de la RMN,
presenta masas periorbitarias bilaterales, adenopatias en pardtida y
glandulas submaxilares. El estudio de LCR, no muestra infiltracion a
nivel de SNC. Se revisa la anatomia patologica del diagnostico, donde
se corrige el diagnoéstico siendo un linfoma folicular grado 3 con
transformacion a linfoma difuso de células grandes.

Actualmente la paciente esta en tratamiento de 2* linea con R-ESHAP.

14 Mujer con proceso poliadenopatico de
larga evolucion: un caso de dificil
diagnostico

C. Amoros Pérez, C. Mora Val, A.G. Mauricio Campos.
Hospital Virgen de los Lirios. Alcoi.

Introduccion

Se presenta un caso de Linfoma de Hodgkin tipo predominio linfocitario nodular, de
dificil diagnéstico. Es una entidad infrecuente, que representa aproximadamente un
5% de todos los Linfomas Hodgkin. Se caracteriza por la ausencia de expresion de
CD30y la constante expresion de CD20 en las células de predominio linfocitico que

definen la enfermedad. Suele presentarse en estadios localizados, con curso clinico
indolente que puede prolongarse mas de 10 afios, siendo poco frecuente la presencia
de sintomatologia B y afectacion mediastinica. Dada la rareza de esta entidad, no hay
disponibles estudios prospectivos que evalden el uso de estrategias adaptadas al
riesgo.

Caso clinico

Mujer de 56 afios de edad, remitida desde Medicina Interna para
seguimiento en Hematologia de posible Linfoma difuso de célula
grande B. Antecedentes: fumadora, poliposis colénica y adenoma
suprarrenal benigno intervenido. Inicia estudio en Medicina Interna en
2012 tras hallazgo casual de multiples adenopatias retroperitoneales
detectadas durante estudio por CEA aumentado. Se realizd biopsia
ganglionar axilar, siendo negativa para malignidad (Hiperplasia
ganglionar mixta). Permanece clinicamente estable, con ausencia de
sintomas B, sin elevacion de marcadores; controles analiticos y estudios
radiologicos que mostraron estabilidad/disminucion de las adenopatias.

A los tres afos de seguimiento, el PET-TC muestra varias imagenes
hipermetabolicas que sugieren enfermedad linfoproliferativa activa en
territorios ganglionares supra e infra diafragmaticos, que coinciden en
TC (1.1-2.6 cm), siendo la de mayor captacion a nivel axilar izquierdo,
con SUV maximo de 7.9. Estudio de médula ésea sin evidencia de
infiltracion. En ausencia de diagnostico claro, se realiza nueva biopsia
de adenopatia axilar izquierda: Anatomia patologica: hiperplasia
folicular con desestructuracion nodular parcial por una poblacion
linfoide de células de citoplasma visible y nucleo grande, claro,
vesiculoso, con prominentes nucleolos. El estudio THQ revela
positividad en las células tumorales para marcadores B (CD20, CD79a)
y Bcl2, y negatividad para CD10, CD15, CD30 y Bcl6. Conclusion:
afectacion parcial por linfoma B de célula grande. Ante resultado de
ausencia de expresion de Bcl6, se revisa anatomia patologica:
morfologia compatible con infiltracion parcial por linfoma difuso de
célula grande B. IHQ: Bcl6 positivo, CD 10 negativo, Ki67 en torno al
30%. Resto acorde a informe previo. Dada la escasa infiltracion y
discrepancia clinica, en paciente completamente asintomatica, se
solicita nueva revision de anatomia patoldgica en centro de referencia.

Tras revision en centro de referencia: estructura ganglionar linfatica con
arquitectura distorsionada que forma nddulos constituidos por una
poblacion de células grandes, con nucleo vesiculosos, algunas con
nucleolo prominente, disponiéndose aisladas en un fondo de linfocitos
de pequefio tamafio. Dicha poblacion resulta positiva para CD20, Bcl-6
y EMA siendo negativas para CD15 y CD30. La poblacion tumoral esta
rodeada por linfocitos CD3, CD4 y PDI positivos. CONCLUSION:
Linfoma de Hodgkin de tipo predominio linfocitario nodular
(paragranuloma).

Finalmente, con el diagnostico de Linfoma de Hodgkin de tipo
predominio linfocitario nodular (Paragranuloma) estadio IIIA, IPS: 1, se
propone tratamiento con ABVD, asociando Rituximab, dada la
evidencia de marcada mejoria en las tasas de supervivencia global en
estos Linfomas. Actualmente en quimioterapia, pendiente de
re-evaluacion.

Discusion

Ante la discrepancia clinico-histologica en este caso, ha sido clave
mantener la duda hasta obtener un diagnostico que concuerde con la
evolucion clinica del paciente. Consideramos especialmente importante

administrar Rituximab en este tipo de casos dada la expresion de CD20
y los datos que apoyan la mejoria en la respuesta y supervivencia.
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15 Pancitopenia en paciente con LNH

N.Yagiie!, V. Benavent?, M. J. Lis?, M. Garcia®, M. A. Ruiz".
'Servicio de Hematologia y Hemoterapia. 2Servicio Anatomia Patoldgica. Hospital
Francesc de Borja. Gandia.

Caso clinico

Mujer de 71 afios diagnosticada en diciembre 2000 de Linfoma
Folicular GII (LFGII) estadio IA (afectacion supraclavicular).
Antecedentes de HTA, histerectomia y apendicetomia. Fumadora de 1
paquete/afio. Al diagnostico Status Performance (SP) 0. Tratamiento de
1° linea con radioterapia sobre campo afecto. Dosis total de 40 Gy que
finaliza en abril 2001 en respuesta completa. Seguimiento en consultas
externas de Hematologia con Intervalo libre de enfermedad (ILE) 34
meses. En febrero 2005 primera recaida LFGII estadio IIA (afectacion
cervical y amigdalar). SP 1. Tratamiento 2° linea con R-FC/RFMD x 6
ciclos que finaliza octubre 2005 en respuesta completa. En Junio 2006
aparicion de nédulo pulmonar en lingula (1 cm) con baja captacion por
PET (SUV 2.2). Broncoscopia y PAAF negativa para células malignas.
Ante baja actividad y negatividad de las exploraciones se decide
observacion estrecha. SP 1-2. En enero 2009 aumento del nédulo
pulmonar con diagndstico de Carcinoma Epidermoide, pT2pNOMO
estadio IB tratado con lobectomia superior izquierda en junio 2009 con
respuesta completa. Seguimiento por Oncologia con ILE 72 meses.
Desde febrero 2015 pancitopenia grave (Hb <7 g/dl, PMN < 200/mm3,
plaquetas < 10.000/mm3), astenia, hipertansaminasemia,
hepatoesplenomegalia y sindrome febril. En médula 6sea histiocitosis y
hemofagocitosis con descenso del resto de series sin objetivarse blastos,
displasia ni proliferacion de Linfoma Folicular. Asocia infecciones
oportunistas pulmonares (cultivo esputo positivo Candida glabratta
resistente azoles y Stenotrophomona maltophilia). No respuesta
antibioterapia ni antifingicos. PCR positiva para VEB en plasma
(14.872 copias). Ante la sospecha de Linfohistiocitosis Hemofagocitica
por VEB inicia 1° linea con ganciclovir iv sin respuesta. Tratamiento 2°
linea Rituximab 375 mg/m?2/semanal x 4 dosis. Tras 2° dosis sin mejoria
en el deterioro clinico, aumento del numero de copias del VEB y es
exitus el 7/08/2015.

Discusion

La Linfohistiocitosis Hemofagocitica (LHH) es un sindrome
caracterizado por activacion inmune patoldgica. Puede ser primaria o
secundaria a infecciones, neoplasias o enfermedades autoinmunes. El
cuadro clinico se caracteriza por fiebre, citopenias, esplenomegalia,
hemofagocitosis en médula 6sea y alteraciones analiticas especificas
(hipertransaminasemia con signos de colestasis, reactantes de fase
aguda, dislipemia y signos de aumento de actividad inmune como
hiper/hipogammaglobulinemias con valores de interleucinas entre 10 y
1.000 veces superiores a la normalidad. EI VEB es el de mayor
prevalencia en los casos de LHHS. La mortalidad relacionada con el
sindrome es alta, por lo que se debe iniciar el tratamiento de forma
precoz en la medida de lo posible. En el caso de LHHS por VEB el
tratamiento con IgG iv y/o Rituximab puede funcionar aunque la
experiencia es limitada.

16 Sindrome hemofagocitico secundario
en la leucemia linfocitica cronica (LLC): A
proposito de un caso

B. Ferrer Lores', A. Teruel Casasus', B. Navarro Cubells', A. Pérez
Martinez!, A. Ferrandez Izquierdo?, M.J. Terol Castera’.

1Servicio de Hematologia y 2Servicio de Anatomia Patoldgica. Hospital Clinico
Universitario de Valencia.

Introduccion

La linfohistiocitosis hemofagocitica secundaria (sHLH) es un proceso poco frecuente,
de etiologia multifactorial, asociado tanto a infecciones virales, especialmente en
pacientes inmunocomprometidos farmacolégicamente (QT), como a enfermedades
hematoldgicas (linfomas o leucemias). Se caracteriza por un estado de
hiperinflamacién que puede conducir a un dafio tisular irreversible y a la muerte del
paciente. A menudo, estos casos requieren de un elevado indice de sospecha que
permita establecer el diagndstico lo mas precoz posible.

Caso clinico

Se trata de un varén de 50 afios con diagnéstico de LLC IgVu no
mutado, estadio C en progresion de enfermedad tras haber recibido una
primera linea con Fludarabina, Ciclofosfamida y Rituximab, tres afios
antes. En esta situacion, recibidé un esquema de tratamiento con
Bendamustina (70 mg/m2 d1 y d2) y Obinutuzumab (1000 mg d1, d8 y
d15 Ciclo 1 y d1 Ciclos 2-6), (nuevo anticuerpo monoclonal de tipo 2
humanizado dirigido frente a CD20), en el marco de un ensayo clinico.
Tras los dos primeros ciclos el paciente alcanzd criterios de respuesta
parcial, con una reduccion superior al 50% de las adenopatias y
normalizacion de los recuentos sanguineos. Previa a la administracion
del 4° ciclo presentd una neutropenia febril, con ausencia de respuesta a
factor estimulante de colonias granulociticas (G-CSF) y persistencia de
fiebre diaria a pesar de diversos tipos de antibioterapia. Dicha
neutropenia se acompaid de anemia y trombopenia progresivas en las
siguientes 2 semanas. Todos los estudios microbiologicos realizados
resultaron negativos (hemocultivos, PCR a Citomegalovirus, a Virus
Epstein-Barr, Adenovirus, Leishmanias, virus BK, Parvovirus y M.
Tuberculosis), tanto en el plasma, en la médula 6sea como en la muestra
de broncoaspirado selectivo. En este momento se practicd una analitica
completa y un aspirado y biopsia medular que objetivo la presencia de
hemofagocitosis medular cumpliendo ademas, siete de los siete criterios
diagndsticos de Sindrome Hemofagocitico (fiebre, esplenomegalia,
citopenias, hemofagocitosis en médula o6sea, ferritina >500,
hipertrigliceridemia, fibrinogeno normal y receptor soluble IL-2
elevado). La bioquimica sérica mostré una elevacion de la LDH e
hiperbilirrubinemia que respaldaron la sospecha diagndstica de
sindrome hemofagocitico (SH). En base a ello, se suspendid el
tratamiento quimioterapico y se inicié el esquema propuesto en el
protocolo HLH-2004 para el SH, que incluye Etoposido, Dexametasona
y Ciclosporina A. A las 8 semanas de su inicio, y tras una mejoria inicial
de las citopenias, el paciente presentd un significativo empeoramiento
clinico con crecimiento marcado de las adenopatias cervicales y
axilares, reaparicion del sindrome febril sin foco infeccioso aparente, y
un episodio de hemorragia digestiva alta. La biopsia trocut del mazacote
axilar mostré la presencia de un infiltrado difuso de células linfoides
grandes, con patron en cielo estrellado y numerosas figuras de mitosis,
con expresion CD3, expresion aberrante de CD4 y CD8 y negativas
para CD20 y CD79a, siendo el diagndstico anatomopatologico de
Linfoma Difuso de Células Grandes T (LDCGT). En el nuevo estudio
medular se objetivd la persistencia de frecuentes imagenes de
hemofagocitosis sin evidencia morfoldgica de infiltracion linfoide por
su LLC. Finalmente, el paciente desarrollé una neumonia rapidamente
progresiva que ocasion6 su éxitus a las pocas semanas del diagnostico
de la progresion de enfermedad. La necropsia confirmo el diagnostico
histologico.

Discusion

En este caso, descartada la etiologia virica, nuestra hipotesis es que la
linfohistiocitosis fuese secundaria al desarrollo de un linfoma T de alto
grado sobre la LLC inicial, en el marco de una inmunosupresion severa.
Todo ello justificaria la escasa respuesta al tratamiento y el fatal
desenlace. En la revision de la literatura solo han sido descritos tres

casos de asociacion de Sindrome Hemofagocitico y Sindrome de
Richter, ninguno de ellos asociado a linfoma T.
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17 ;Sindrome de Richter?

M. Panero Ruiz, L. Marriaga Ospino.
Hospital Doctor Peset. Valencia.

Introduccion

La transformacién de una Leucemia linfatica crénica a un Linfoma de alto grado se
conoce como Sindrome de Richter. Es més frecuente la transformacién a un Linfoma
difuso de células grandes B (90%), y en un porcentaje mucho menor (10%) a un
Linfoma de Hodgkin clasico.

Caso clinico

Varén de 75 afios, con los siguientes antecedentes clinicos: HTA, DM
tipo II, Hipertrofia benigna de prostata. Es remitido a CCEE de
Hematologia en el afio 2005 por linfocitosis tras hallazgo casual. Hb:
16,1 g/dL. Leucocitos: 12,3x10e9/L (Linfocitos 6,5x10e9/L). Plaquetas
192x10e9/L. A destacar en Bioquimica una LDH y B2 microglobulina
normales. Inmunofenotipo sp: poblacion clonal B compatible con
Leucemia linfatica crénica B vs. Linfocitosis B monoclonal de
significado incierto.

Se realiza TC completo, sin hallarse adenopatias significativas.

Por tanto, ya que el Gnico hallazgo fue una linfocitosis clonal B pero
<5x10%/L, el paciente fue diagnosticado de una Linfocitosis B
monoclonal de significado incierto.

Siguid controles, inicialmente semestrales y posteriormente anuales, sin
cambios en el diagnostico y sin signos de progresion hasta Marzo del
afio 2015, cuando el paciente refiere sindrome constitucional con
acusada sintomatologia B de 1 mes de evolucion.

Se observa entonces un aumento de LDH y bicitopenia (Hb: 10,9 g/dl y
Trombopenia de 49x10e9/L).

Se realiza un TC de cuerpo completo, donde se observan
conglomerados adenopaticos (supra e infradiafragmaticos) de hasta 9
cm de didmetro y esplenomegalia de 20 cm. Realizamos biopsia de
dicho conglomerado y el diagndstico es compatible con Enfermedad de
Hodgkin tipo celularidad mixta. Biopsia de médula 6sea donde se
observan agregados nodulares linfoides CD20+, sin observarse
infiltracién por Linfoma de Hodgkin.

Por tanto, se diagnostica al paciente de un Linfoma de Hodgkin tipo
celularidad mixta, estadio I1IB.

Dado que presenta una FEVI del 38%, inicia tratamiento segun
esquema GDP (Cisplatino, Gemcitabina, Dexametasona).

Recibe 2 ciclos de tratamiento, con regular tolerancia a ambos. Tras este
2° ciclo ingresa por clinica de insuficiencia cardiaca, con hipotension y
distréss respiratorio, siendo trasladado a UCI, con evolucion
desfavorable y siendo éxitus pocas horas después.

Discusion

El potencial riesgo de transformacion de una Leucemia linfatica cronica
B a un Linfoma de alto grado es conocido, y de ahi el estrecho margen
de seguimiento de estos pacientes. Nuestro paciente desde el
diagnostico hasta la progresion 10 afios después no cumplio criterios de
Leucemia linfatica cronica, manteniéndose el diagnodstico inicial de

Linfocitosis B monoclonal de significado incierto, con posible
progresion directa a Linfoma de alto grado.

Por tanto, ;se podria asegurar que una linfocitosis B monoclonal de
significado incierto puede transformarse en un Linfoma de alto grado?.
(El paso de Linfocitosis monoclonal a Leucemia linfatica cronica antes
de la progresion ocurri6 durante un breve periodo de tiempo sin llegarse
detectar?. ;O nos encontramos ante 2 neoplasias linfoproliferativas
independientes?

18 Sindrome de Richter en la era de las
nuevas terapias dirigidas

B. Ferrer Lores?', A. Teruel Casasus', B. Navarro Cubells', A. Pérez
Martinez!, A. Ferrandez Izquierdo?, M.J. Terol Castera’.

1Servicio de Hematologia y 2Servicio de Anatomia Patoldgica. Hospital Clinico
Universitario de Valencia.

Introduccion

La incorporacién de los inhibidores del receptor de las células B (RCB); Ibrutinib
(inhibidor irreversible de la tirosina quinasa de Bruton) e Idelalisib (inhibidor selectivo
y reversible de la PI3Kd) ha revolucionado el tratamiento de la leucemia linfatica
crénica (LLC). Estos agentes han demostrado su eficacia en pacientes refractarios o
en recaida, incluso en presencia de alteraciones de p53. Tal y como se describe en
los ensayos clinicos, con los nuevos inhibidores existe un porcentaje de pacientes
que se transforman a sindrome de Richter o leucemia prolinfocitica de manera
precoz. El mecanismo bioldgico subyacente en este dmbito todavia se desconoce.
Las transformaciones clonalmente relacionadas con la LLC (75%) presentan un
prondstico especialmente desfavorable.

Caso clinico

Presentamos dos pacientes que desarrollaron un Sindrome de Richter
precozmente durante el tratamiento con estos inhibidores.

El primer caso es un varén de 48 afios diagnosticado de LLC estadio B
(III) en el contexto de la aparicion de un cuadro poliadenopatico
extenso. Recibié una primera linea de tratamiento con CHOP sin
respuesta y posteriormente el esquema Fludarabina, Ciclofosfamida,
Rituximab (FCR). Tras el 4° ciclo de FCR se objetivo un recrecimiento
ganglionar laterocervical derecho. La biopsia ganglionar realizada en
ese momento mostrd la presencia de un infiltrado difuso de linfocitos
maduros con co-expresion de CD5 y CD20, sin evidencia de
transformacion histologica. Ante una refractariedad a FCR, se le
propuso una tercera linea con Ibrutinib con buena tolerancia. En la
valoracion a las 8 semanas del tratamiento se objetivo la desaparicion
del componente adenopético toracico y abdominal. Sin embargo, dos
semanas después presentd una adenopatia cervical de rapido
crecimiento (Bulky) cuya nueva biopsia mostrd la presencia de una
proliferacion linfoide de células grandes con expresion para CD20,
CD23, CDS5, CD43, MUM-1 y Ki-67 del 80% confirmando el
diagndstico de linfoma difuso de células grandes B (Sindrome de
Richter). En esta situacién se ensayaron tres pautas sucesivas de
quimioterapia de rescate (R-DHAP, R-ICE, R- GEMOX) hasta alcanzar
una respuesta parcial y a continuacion fue sometido a un Trasplante
Alogénico de donante no emparentado de intensidad reducida.

El segundo caso, es un varon de 70 afios diagnosticado de LLC estadio
A(I) en Julio del 2006 al objetivar una linfocitosis absoluta. Al afio del
diagnostico reunio criterios de tratamiento por aparicion de adenopatias
progresivas y fue tratado con una la linea de quimioinmunoterapia (R-
FCM) con la que alcanzé criterios de respuesta completa (RC) que se
mantuvo 3 afios (en el contexto de un ensayo clinico). En 2010 presentd
una 20 progresion por la cual recibi6 tratamiento de segunda linea con
R-Bendamustina alcanzando criterios de RC. Presentd la segunda
progresion a los 2 afios y se optd por Lenalidomida/Dexametasona, a lo
que se mostro refractario con aparicion de masas Bulky. Posteriormente,
se administraron sin éxito sucesivas lineas de rescate (CHOP-R,
Dexametasona a altas dosis, DHAP y Ofatumumab/Bendamustina). Se
plante6 entonces tratamiento con Idelalisib/Rituximab, con buena
tolerancia inicial, pero a los dos meses desarrollo fiebre y crecimiento
brusco de un mazacote axilar izquierdo, cuya biopsia-trocut confirmo la
infiltracion difusa por células linfoides de gran tamafio con expresion de
CD20, CD23, CD5, CD43 y un KI-67 del 80%, compatible con un
Sindrome de Richter. El estudio de secuenciacion de IgH mostro la
deteccion molecular del mismo pico clonal del diagnostico (343 pb
FR1-JH) asi como dos nuevos, 261 pb y 277 pb (FR2-JH) confirmando
la evolucion clonal de la enfermedad.
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Discusion o - L Ganglio linfatico al diagnéstico.

-

El riesgo de transformacién a Sindrome de Richter en pacientes con
LLC se estima en el 5-10% del global, si bien dicho porcentaje se eleva f v
significativamente en los pacientes con factores biologicos adversos o adf 2
multitratados. Recientemente se ha descrito una elevada frecuencia de i

Sindrome de Richter en pacientes que han sido tratados con los nuevos : ¢ : (
inhibidores de BCR. En uno de nuestros pacientes pudimos demostrar ! y
que dicha transformacion estaba clonalmente relacionada con su LLC y Q. e
el curso clinico adverso estuvo en consonancia con lo descrito en la B o {
literatura. El papel biologico de los inhibidores de BCR en la ( ﬁf X "
transformacion no es bien conocido, pero los datos preliminares 0 ' Cia
sugieren que el prondstico en estos casos es sombrio; en ocasiones
inferior a 6 meses. Por ello ante la sospecha clinica se recomienda
obtener la confirmacion histologica mediante la realizacion de una
biopsia ganglionar de la adenopatia mas representativa y plantear
nuevos esquemas quimioterapicos de rescate asi como la eventual
realizacion de un trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos.

Ganglio linfatico al diagnéstico
de Sindrome linfoproliferativo
relacionado con virus Epstein
Barr.

19 Linfoma T con reactivacion de virus
Epstein Barr y linfoma no Hodgkin B
asociado

N.Valdez Fernandez!, P. L. Fernandez Garcia', S. Sapia?, A. Martinez
Lorente2,

'Servicio de Hematologia y Hemoterapia. 2Servicio de Anatomia Patoldgica.
Hospital de Torrevieja.

Patrén infiltrativo y trombosis
venular con expresion de
CD20.

Caso clinico

Varén de 78 afios diagnosticado en junio de 2012 de Linfoma T
Periférico NOS estadio IV-B, con serologias para VIH, VHC y VHB
negativas. Recibi6 6 ciclos segin esquema CHOP alcanzando respuesta
completa en noviembre de 2012. En febrero de 2013 el paciente
presentd fiebre, sudoracion profusa y rash cutaneo generalizado con
reaparicion del cuadro poliadendpatico. En el TAC se objetivaron
adenopatias cervicales, axilares y retropectorales bilaterales de hasta 19
mm, un conglomerado adenopatico subcarinal de 3 cm con derrame
pleural bilateral y esplenomegalia de 20 cm. Se administrd un primer
ciclo de GemOx ante la sospecha de recaida del Linfoma T, a la espera
del resultado de la biopsia ganglionar. Esta biopsia fue compatible con
compromiso por sindrome linfoproliferativo B CD 20 positivo
relacionado a Epstein Barr, acompafiado de una poblacion T
monoclonal idéntica a la enfermedad de base. La PCR en sangre
periférica fue positiva para Epstein Barr virus. Tras tratamiento con 4
dosis de Rituximab semanal se comprob6 la completa resolucion de la
clinica y la practica desaparicion de adenopatias toracoabdominales y
cervicales en el TAC con persistencia de esplenomegalia de 16cm y
negativizacion de la PCR para virus Epstein Barr. Se completaron 6
ciclos de GemOx hasta el 23 de abril de 2013. En noviembre de 2015 el

Medula 6sea al diagnéstico de
Sindrome linfoproliferativo
relacionado con virus Epstein
Barr.

paciente retornd a su pais de origen sin evidencia hasta la actualidad de Médula 65662‘ _ -
recaida de su linfoma. La reactivacion del virus de Epstein Barr se ha Inmunorreactividad positiva
asociado al desarrollo de linfomas no Hodgkin B tras la para CD3y CD5.

inmunosupresion que sigue al tratamiento de linfomas T. El infrecuente
caso que presentamos sin asociacion a otra inmunodeficiencia que la
propia del linfoma T tratado con CHOP 21, permite resaltar la necesidad
de seguir las recomendaciones de las guias clinicas reevaluando con
biopsia ganglionar las sospechas de recaidas en linfomas.
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20 Ictericia en paciente con LLCen
remision completa

J. Bernabéu, M. Blanes, V. Castaiio, T. Lopez, D. Borrego.
Servicio de Hematologia. Hospital de Elda.

Introduccion

Paciente varén de 68 afios con diagnéstico inicial de SLPc tipo LLC, tratado con 6
ciclos de R-FC, alcanzando una RC y que posteriormente progresa transformandose
en un LBDCG estadio-IV (Sindrome de Richter) con afectacion intestinal-hepética. Es
tratado con 8 ciclos de R-CHOP (dosis ajustadas a insuficiencia hepética) y finalmente
se complica con un Sindrome Hemofagocitico y multiples procesos infecciosos.

Caso clinico

Hombre de 68 afios diagnosticado en diciembre de 2009 de SLPc tipo
LLC y que recibid 6 ciclos de R-FC (ultimo en Junio/10) cumpliendo
criterios de RC tras finalizacion de dicho tratamiento.

En Octubre/2012 ingresa por dolor abdominal siendo diagnosticado de
LDCG-B IV extraganglionar (afectacion intestinal y
hepatica)(Sindrome de Richter). Se inicia tratamiento con esquema
R-CHOP ajustado a insuficiencia hepatica. La evaluacion tras 4° ciclo
fue compatible con RP y se completd tratamiento con 4 ciclos mas
(ajustando a funcion hepatica). Entre el 6° y 8° ciclo el paciente presenta
diversas complicaciones: varios episodios de sepsis de origen digestivo,
AIT.

En mayo/2013 vuelve a ingresar por sindrome febril a estudio. Durante
dicho ingreso y ante la persistencia de la fiebre sin documentacion
microbioldgica, citopenias severas e imagenes de

hemofagocitosis en aspirado medular, se sospecha sindrome
hemofagocitico, que se confirma al documentarse hipertrigliceridemia e
hipofibrinogenemia. Dado que no se habia evidenciado mediante
PET-TC la existencia de enfermedad linfomatosa macroscopica se inicia
tratamiento para el sindrome hemofagocitico, basado inicialmente en
corticoides (8/06/2013), inmunoglobulinas y ciclosprina. Se consigue
apirexia estable y mejoria clinica del paciente asi como de la
neutropenia y de los parametros hepaticos, por lo que se decide iniciar
tratamiento con etopodsido segun protocolo HLH-94 ajustando dosis a
las comorbilidades del paciente, y se suspende ciclosporina.

El dia 28/6/2013 acude a hospital de dia para valoracion de 4 dosis de
etoposido que no se pudo administrar por pancitopenia grave. Se remitio
a domicilio y se mantuvo tratamiento profilactico incluido antifungico
dada la ausencia de clinica infecciosa por aparatos y PCR normal.

El 30/6/2013 el paciente es remitido a urgencias presentando
empeoramiento progresivo del estado general; disminucion del nivel de
consciencia, fiebre y hematemesis. Ante la situacion de shock séptico se
inicié tratamiento antibidtico empirico de amplio espectro y soporte
transfusional.

Finalmente fallece a las 24h con diagndstico de Shock séptico por
Klebsiella pneumoniae.

Discusion

Creemos que es un caso interesante ya que muestra la evolucion torpida
que pueden presentar los pacientes con LLC, incluida su transformacion
en un linfoma de alto grado con extension extraganglionar; y
recordando que un sindrome hemofagocitico puede presentarse como
una complicacion potencialmente grave en estos pacientes, bien
asociado a la propia enfermedad de base, como a los procesos
infecciosos derivados de la inmnosupresion humoral y celular derivada
de la toxicidad de los agentes quimioterapicos y al estado de
inmunosupresion basal que acompaiia a estas entidades.
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