El valor de la citometria de flujo y la genética en el estudio de sindromes
Linfoproliferativos vy la utilidad de la aplicacion clinica de sus aportes.

Citometria de Flujo

La Citometria de Flujo esta consolidada como una herramienta muy Util
tanto en el diagnostico como en el seguimiento de los pacientes afectados
por neoplasias hematolinfoides. A su vez esta aplicacion constituye uno de
los aportes mas importantes de dicha tecnologia.

Su principal valor radica en la facultad para conjugar la lectura rapida y
simultanea de varios y complejos pardmetros de una manera objetiva y
precisa en un muy alto nimero de células.

A la luz de las ultimas clasificaciones de los linfomas, el empleo del
imnmunofenotipo resulta un paso ineludible en la evaluacion diagnostica de
estos procesos ya que no solo consolida o corrige la impresion
citomorfoldgica sino que muchas veces estando en acuerdo nosoldgico,
aporta aspectos complementarios detectando variantes que tienen
trascendencia pronostica y aun terapéutica. Otro aspecto es la capacidad de
esta tecnologia para detectar la asociacion de mas de una entidad en el
mismo paciente hecho documentado precisamente mediante su aplicacion.
La Citometria de Flujo permite ademas combinar el estudio de la expresion
antigénica y el contenido de ADN celular (ploidia, fase S) lo que demuestra
las caracteristicas del ciclo exclusivamente en las células tumorales y
contribuye a estimar su potencial replicativo.

La moderna clasificacion y diagnoéstico de los linfomas seria imposible sin
tener en cuenta la expresion antigénica que identifica el linaje y estadio
madurativo celular. Ello se logra mediante el marcado con anticuerpos de
identificacion genérica (Marcadores pan B, pan T y NK) y también
marcadores asociados a determinadas etapas madurativas como lo son TdT
para los precursores (B y T), CD5 para las células Naive de linea B, CD10 y
bcl6 para identificar células centrogerminales y CD38 y CD138 como
identificadores de estadios postgerminales.

En la actualidad el manejo clinico de pacientes afectados por linfopatias
tumorales requiere conjugar la morfologia, la expresion génica normal
reconocida mediante inmunofenotipo, alteraciones genéticas como lo son
rearreglos y/o mutaciones a nivel de receptores con aspectos clinicos para
definir linaje y estadio de diferenciacion de las células tumorales asi como
elementos que aporten datos de su potencial proliferativo.
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Los cuadros siguientes, extraidos de la publicacion de M. Stetler-Stevenson
and R. Braylan (18) sirven para ilustrar el empleo de los diferentes perfiles
que identifican neoplasias B , T y NK. La metodologia que aporta mejores
resultados en la definicién diagnostica, es el analisis multiparamétrico que
sea demostrativo de patrones de expresion caracteristicos.

Table 2. T-Cell and NK Cell Neoplasms

TdT CDia cD3 coD2 co5 co7 cb4/cD8 CDi6 CDS6 CD57 €025 Other
Precursor Tcell +  +/— +4/-=sCD3, +/— +/- + double + —/+ - —/+
neoplasm + ¢cCD3 or —
Mature T-cell
neoplasms .
T-CLL, T-PLL - - + + + +  CcD4AYT, -
cp4/
[o0]: Ml
T-cell - - + + +/— +/— CDB*/ +/= =S+ + -
granular ch4-
lymphocytic )
leukemia
Aggressive - - - + - cpg*/ T, +/= + —
NK cell cD4"
leukemia
Adult T-cell - - + + ! - cb4* +belent
leukemla/
lymphoma
Enteropathy- - - + + cpg*/- cpi03*,
_ type T-cell cD4~
. lymphoma —
Hepatosplenic - - + + - - cpg*/~ + + - - TCRy8*
gamma cD4-
delta T-cell
lymphoma e
Mycosls - - + + + -/+ CD4" -/ +
fungoldes
AILD - - + +/=  +/= +/— CD4*
ALCL - - —/+ —/+ =+ =+ +/— C€D307,
»  CD45™/~
cp43~/*
EMA™*/ ",
cD1s~/*
- CDhB8™,
Alkd™
PTL, - - +/- +/— +/— —/+ CD4>CD8
unspeclfied

NOTE, +, >90% of cases; +/—, >50% of cases; —/+, <50% of cases; —, <10% of cases. )
Abbreviations: CLL, ehronle lymphoceytic leukemla; PLL, prolymphocytic leukemla; AILD; angioimmunoblastic T-cell lymphoma;
ALCL, anaplastic large-cell lymphoma; PTL, peripheral T-cell lymphoma.



Table 1. B-Cell Neoplasms

TdT cD19 ¢D22 D20 CD10 Ig(s) CD5S CD23 CDiilc CD103 FMCT Other
Precursor Bcell neopiasm + &+ + +/— + - - - - - — CcD34°/°,CDi3 or
CcD33 77"

peripheral Bcell neoplasms . .

B-ceil CLL/SLL - + i dim -+ + +  =/+ — —

PLL -+ ; S A - F

MeL - + + + —/+  + + - - - + Cyclin D1

Marginal zone -+ + + - + - - +/= - +

B-cell lymphoma

FL -+ + + + + - /4 - - /-

HCL — + 4. brignt 4.b"ghl — + _ — +bri=‘hl + + CDzsurluhl

LPL/Immunocytoma - o+ + + T A e A 1g(c)”

Diffuse large B-cell lymphoma - + + + =)+ A= =S ) 5

Primary mediastinal - + + + - - CD30 , CD45

B-cell lymphoma
Burkitt's lymphoma + - — —/+
Plasmacytoma - - - - - - - — cD38 e EMAT T,
CcDS56", CD138"

|

+
+

+

NOTE. +, >90% of cases; +/—, >50% of cases; —/+, <50% of cases; —, <10% of cases.
Abbreviations: TdT, terminal deoxynucleotidyl transferase; Ig, immunoglobulin; CLL, chronic lymphocytic leukemia; SLL. small
' lymphocytic lymphoma; PLL, prolymphocytic leukemia; MCL, mantle cell lymphoma; FL, follicular lymphoma; HCL, hairy cell
Jeukemia; LPL, lymphoplasmacytic lymphoma.

Un aporte especial del inmunofenotipo es el seguimiento de este tipo de
pacientes al monitorear la reduccion de la masa tumoral y en la deteccién de
EMR post quimioterapia 0 aun post TMO. Las estrategias modernas y
perfeccionadas a estos efectos, con la adecuada combinacion de anticuerpos
logran excelentes resultados en la identificacion de muy bajo numero de
celulas tumorales remanentes (1 en 10°).

Las limitaciones de esta tecnologia refieren fundamentalmente a situaciones
en las que el material a procesar contiene escasas células tumorales, las que
en el transcurso del procesamiento resultan destruidas o eliminadas. Estas
situaciones pueden provocar falsos negativos al determinar la existencia o no
de compromiso linfomatoso de la pieza estudiada. Con las técnicas actuales
resultan muy poco frecuentes estas situaciones y dependen mas de fragilidad
propia de algunos tipos celulares bien identificados.



Genética

El descubrimiento que la mayoria de las neoplasias de tipo linfoide
presentan alteraciones geneticas especificas, generalmente translocaciones
que involucran genes asociados a los procesos de proliferacion y apoptosis
ha contribuido a un mayor entendimiento de la patogenesis de los linfomas.

La asociacion de algunos tipos de linfomas con marcadores genéticos
especificos ha permitido la definicion de distintas entidades patologicas y su
clasificacion. Tal es el caso de las translocaciones t(8;14) caracteristica del
linfoma de Burkitt, la t(14,18) del linfoma folicular, la t(11;14) del linfoma
del manto asi como la t(2,5) asociada al linfoma anaplasico a grandes
celulas.

La deteccion de estas traslocaciones se puede realizar mediante técnicas
citogenéticas, citomoleculares (FISH) y moleculares (Southern-blot y
reaccion en cadena de la polimerasa PCR).

En los casos en que no se asocia una traslocacion especifica la
determinacion de la clonalidad B/T mediante el establecimiento de los
reordenamientos de los genes de las Ig o de los receptores T permite
establecer el diagndstico. Ello es especialmente relevante en casos de dificil
definicion de linajes B/T, para distinguir procesos reactivos atipicos de
linfomas asi como cuando la poblacion de células tumorales es pequefia en
la muestra y no permite su clasificacion por métodos morfolégicos o de
inmunofenotipo.

Las técnicas moleculares ademas de contribuir al diagndstico constituyen
una importante herramienta para la deteccion de ERM lograndose la
deteccion de una célula neoplasica en un una poblacién total de 10° .

Un ejemplo que resalta la importancia de la complementacion de tecnicas
para gque los hallazgos adquieran validez es la sobreexpresion de bcl2. El
oncogene bcl2 es un inhibidor de la apoptosis y la sobrexpresion de la
proteina bcl2 se puede detectar por inmunohistoquimica u otros métodos
inmunoldgicos. La positividad de bcl2 puede observarse en diversos
linfomas posean o no la t,(14;18) pero cuando esta sobrexpresion adopta una
disposicion de patrén folicular corresponde sin duda a un linfoma folicular.



En el cuadro adjunto extraido de la publicacion de Capello,D y Gaidano,G
(6) se aprecia la frecuencia del hallazgo de alteraciones genéticas especificas

empleando en cada caso la técnica que mejor se adapte.

PAX-5 BCL-2 BCL-1 BCL-10 APITZ/MLT  ATM

B-CLL/SLL : - _ _ _ 20%,
LPL 40% - - - - _
FL - 90% g - - -
MCL - - 30% - - _
MALT-L - - ? 50, -

Abnreviations: B-CLL/SLL: B-cell chronic ymphocytic leukemia/small fvm-
ANOCYUC iymphoma: LPL: fymphopiasmacytoid iymphoma: EL: fojliciiar ivm-

v o A4 ~r ’ AT T ! o
.Qf?bmf_:, j'WC..L. mantle cell fymphoma: MALT-L: MALT-ivmphoma: -- negagtive
genefic fesion.

En el futuro los aportes de nuevas técnicas prometen mejorar la certeza
diagnostica y hacer mas facil el estudio de varias alteraciones genéticas
simultaneamente con algunos ejemplos ya en marcha como los paneles de

micro arrays.



Algoritmo diagnostico modificado del propuesto por N. Lee Harris et
al,(7)

MORFOLOGIA A

CELULAS PEQUENAS

\Kappa/ Lambda policlonal sin patrén folicular para bcl2
\ = proceso reactivo.
Kappa / Lambda clonal + patron folicular
para bcl2 = linfoma de células pequefias
LINFOMA DE CELULAS PEQUENAS

CD5+ CLL/SLL vs L DEL MANTO

CD23+ slg debil y CiclinaD1 - = LLC/SLL
CD23- slg ++ y Ciclina D1 + =L del Manto

CD5- L FOLICULAR vs L DE ZONA MARGINAL
(LZM)

CD10+ L FOLICULAR
CD10- L FOLICULAR CD10- vs LZM

BCL6+ BCL2+ CD43- =L FOLICULAR
BCL6- BCL2- CD43+ = LZM.

MORFOLOGIA A
GRANDES CELULAS —_ Linfoma vs Tumor no Linfoide

\ CD45+ = LINFOMA
CD45- = TUMOR NO LINFOIDE
Pan B Marcadores (CD20 CD79a+) = LINFOMA B

Slg+  LDGCB vs Burkitt
CD10+ BCL2- Ki67>99% = Burkitt
CD10- BCL2+ Ki67<99% = LDGCB
Slg-  Maduro B vs Linfoblastico
TdT+ CD10+ = Linfoblastico B
TdT- CD10-/+ = LDGCB

Pan T Marcadores (CD3 CD2 +) LINFOMA T/NK

TdT+ = Linfoblastico T
TdT- = Linfoma T/NK maduro

CD21 FDC CD10+ =L Angioinmunoblastico T



CD30+ ALK+ = L Anapléasico Grandes Células T

A modo de conclusion: es evidente que el empleo de técnicas
inmunologicas y genéticas como complemento de los estudios morfologicos
aportan precision al diagnostico y agregan factores pronosticos y de
orientacion terapéutica que se traducen en un manejo clinico mas seguro de
los pacientes afectados por este tipo de patologia.

En nuestro medio y en especial teniendo en cuenta el cuidado de los recursos
de todo el sistema de asistencia médica, es obligatorio ser cautos y
racionalizar el empleo de estas técnicas. Racionalizar en nuestra opinién no
siempre significa acotar al minimo los recursos a emplear como forma de
ahorro, sino que en gran parte de los casos el empleo de una técnica mas,
bien seleccionada reafirma un diagnostico y provoca el verdadero ahorro
significativo que es tratar desde el comienzo una entidad definida con
protocolos de documentada eficacia.

Es valido por lo tanto valorar adecuadamente los estudios a emplear en
cada caso en particular. Adoptar el empleo de rutina de las técnicas
inmunologicas  (inmunohistoquimica y/o inmunofenotipo) como
complemento indispensable de la morfologia aparece como la primera meta
a consolidar.

Dr Hugo Giordano. Médico a cargo del sector Citometria de Flujo AEPSM

Dra Carina Di Matteo. Médica Anatomo Patdloga. Sector Citometria de Flujo AEPSM

Dra Rosario Uriarte . Directora del Laboratorio de Biologia Molecular AEPSM
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