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ACRONIMOS

Ac: anticuerpo.
ADN: 4cido desoxirribonucleico.

AID: deaminasa de citosina inducida por activacion. “Activation induced

cytosine deaminase”.

ARNmM: acido ribonucleico mensajero.
“BA”: sonda de ruptura. “Break apart”.
BCL2: “B-cell lymphoma”.

CALLA: antigeno comun de la leucemia linfoblastica aguda. “Common

acute lymphoblastic leukemia-associated”.

CG: centro germinal.

CGA: campo de gran aumento.

CMF: citometria de flujo.

CRS: células de Reed Sterberng.

Ell: enfermedad inflamatoria intestinal.

ERM: enfermedad residual minima.

“FISH”: hibridacion fluorescente in situ. “Fluorescence in-situ

hybridization”.
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“FLBUS”: células B de tipo linfoma folicular de significado incierto.

“Follicular lymphoma-like B cells of uncertain significance”.

“FLLC”: células B tipo linfoma folicular. “Follicular lymphoma like

cells”.
FS: foliculo secundario.

“GIST”: tumor del estroma gastrointestinal. “Gastrointestinal stromal

tumor”.

GL: ganglios linfaticos.

GMSI: gammapatia monoclonal de significado incierto.
He-Eo: hematoxilina-eosina.

HGC: técnica de hibridacion gendmica comparada.

icr: region de grupo intermedio. “Intermediate cluster region”.
Ig: inmunoglobulina.

IgH: inmunoglobulina pesada. “Immunoglobulin heavy chain”.
IHQ: inmunohistoquimica.

IPILF: indice Pronéstico Internacional para linfoma folicular.
IPIM: indice Prondstico Internacional para linfoma de células del manto.
LBDCG: linfoma B difuso de célula grande.

LCM: linfoma de células del manto.

LCTP: linfoma de céelulas T periferico.

LDH: lactato deshidrogenasa.
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LF: linfoma folicular.

LFD: linfoma folicular duodenal.

LFP: infiltracion parcial por linfoma folicular.
LH: linfoma de Hodgkin.

LHC: linfoma de Hodgkin clé&sico.

LLC/LLCP: leucemia linfocitica cronica/linfoma linfocitico de células

pequefias.

LLP: linfoma linfoplasmocitico.

LMCB: linfocitosis monoclonal de células B.
LZME: linfoma de la zona marginal esplénica.
LZMG: linfoma de la zona marginal ganglionar.

“MALT”: Linfoma del tejido linfoide asociado a mucosas o linfoma de
la zona marginal extraganglionar. “Mucosa associated lymphoid tissue

lymphoma” or “extranodal marginal zone lymphoma” (“EMZL”).

mbr: region principal de grupos de puntos de ruptura. “Major breakpoint

cluster regién”.

“MCLBUS”: linfoma de células del manto in situ de significado incierto.

“Mantle cell lymphoma uncertain significance”.

mcr: region menor de grupos de puntos de ruptura. “Minor breakpoint

cluster region”.
MF: Micosis fungoide.

“MCLD”: desordenes linfoproliferativos concurrentes multiples.

“Multiple concurrent lymphoproliferative disorders”.
Xiii



MM: mieloma multiple.
MTC: grupo principal de translocacion. “Major translocation cluster”.
NFIS: neoplasia folicular in situ. “In situ follicular neoplasia” (“ISFN”).

NCMIS: neoplasia de células del manto in situ. “In situ mantle cell
neoplasia” (“ISMCN?).

“PCR”: reaccidon en cadena de la polimerasa. “Polymerase chain

reaction”.

RAG 1/2: gen de activacion de recombinacidén. “Recombination

activating gene 1/2”.

“RT-PCR”: reaccioén en cadena de la polimerasa con transcriptasa

inversa. “Reverse transcription polymerase chain reaction”.
SV40: virus del simio 40. “Simian virus 40”.
ver: region de grupos variables. “Variable cluster region”.

ZM: zona del manto.
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RESUMEN

El linfoma folicular (LF) es uno de los linfomas no Hodgkin maés
frecuente en adultos, el 20% de todos los linfomas, con una incidencia de
2,6 por 100 mil personas al afio, una edad media de presentacién en la
sexta década y ligero predominio en mujeres en Europa. En los dos tercios
de casos suele diagnosticarse en estadio Il y IV. Estd caracterizado por

la translocacién cromosdmica t(14;18)(q32;921).

El linfoma de células del manto (LCM) comprende el 3 al 10%
aproximadamente de los linfomas no-Hodgkin. Ocurre en individuos con
una mediana de edad sobre los 60 afios con predominio en hombres. La
mayoria de los pacientes son diagnosticados con enfermedad en estadio Il
o IV, con linfadenopatias, hepatoesplenomegalia, afectacion de médula
O6sea y sangre periférica. Estd caracterizado por la translocacion
t(11;14)(q13;932).

El éxito terapéutico obtenido que conlleva la deteccidon precoz de
una neoplasia maligna y/o de su estado preneoplasico, explica el interés
cientifico de la determinacion de las lesiones precursoras. De ahi la
importancia de las lesiones precursoras en el LFy LCM porque ambas son
diagnosticadas en estadios avanzados lo que repercute negativamente en

el prondstico y supervivencia.

Actualmente se considera como potenciales precursores a la
neoplasia folicular in situ (NFIS) y a la neoplasia de células del manto in
situ (NCMIS). In situ, porque las células con t(14;18) o t(11;14) se
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localizan de forma restringida a un compartimento tisular normalmente

ocupado por su contraparte fisiologica.

La neoplasia folicular in situ (NFIS) y la neoplasia de células del
manto in situ (NCMIS) son hallazgos histopatoldgicos de significacidn

clinica indeterminada.

En este estudio se estableci6 como objetivos establecer la
incidencia de NFIS y NCMIS “incidental” en un muestreo sistemético y
retrospectivo de piezas de linfadenectomia de pacientes diagnosticados
con adenocarcinoma de colon (201 casos) y carcinoma de mama (140
casos) durante 3 afios consecutivos (1998-2000) y establecer el riesgo de
progresion a LF y LCM manifiesto después de un seguimiento minimo de
13 afios. Asi como también hacer una comparativa de la serie consecutiva
de 3 afios con una serie diferente de casos de NFIS o NCMIS procedentes

de la consulta de Hematopatologia.

Las técnicas de laboratorio utilizadas son métodos de tincién,
hematoxilina eosina e inmunotincién BCL2, CD10, ciclina D1.

Adicionalmente se realizé FISH.

La NFIS incidental y aislada fue identificada en 11/341 pacientes
(3.23%), mientras que la NCMIS incidental y aislada se encontr6 en 2/341
pacientes (0,59%). Ninguno de los 13 casos de esta serie desarrollo
linfoma manifiesto durante el periodo de seguimiento (rango 7-192

meses).

Una segunda serie de 17 casos de NFIS (16 casos) y NCMIS (1 caso)
procedente de los archivos de consulta fue analizada, cinco casos fueron

NFIS incidental y aislada y ninguno progresé a linfoma manifiesto.

En general, ninguno de los 16 casos con NFIS aislada en ambas
series desarrollé LF manifiesto después de una mediana de seguimiento de

54 meses (rango 7 a 187 meses).
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Sin embargo, los 12 casos con sospecha clinica de enfermedad
linfoproliferativa mostraron asociacion (en diferentes ganglios linfaticos)
0 combinacion (en la misma muestra) de NFIS o NCMIS con otras
neoplasias linfoides (LF, linfoma de la zona marginal esplénica, linfoma
de la zona marginal ganglionar, linfoma de Hodgkin, linfoma difuso de
célula B grande, leucemia linfocitica croénica/linfoma linfocitico de

células pequefias, mieloma multiple).

En conclusion, la relevancia clinica de la NFIS y NCMIS parece
depender estrictamente del contexto clinico. En la serie de muestreo
retrospectivo, la NFIS o NCMIS aislada e incidental tuvo un riesgo nulo

de transformacién a LF o LCM respectivamente.

Sin embargo, en los pacientes donde la neoplasia folicular in situ o
neoplasia de células de manto in situ se diagnostican en el contexto de una
sospecha clinica de proceso linfoproliferativo este hallazgo es mas
frecuente de lo esperado, sugiere un trastorno de base que facilita la
emergencia de poblaciones clonales en células B y debe Ilevar a un estudio

clinico riguroso.
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ABSTRACT

Follicular lymphoma (FL) is one of the most common non-Hodgkin
lymphomas in adults, for about 20% of all lymphomas, with an incidence
of 2.6 per 100,000 people/yr.), with a median age in the 6th decade and
slight predominance in European women. In two thirds of cases it is
usually diagnosed in stage Ill and IV. It is characterized by chromosome
translocation t(14; 18) (q32; q21).

Mantle cell lymphoma (MCL) comprises approximately 3% to 10%
of non-Hodgkin's lymphomas. It occurs in individuals with a median age
over 60 years with predominance in men. Most patients are diagnosed with
stage Il or IV disease, with lymphadenopathy, hepatosplenomegaly,
involvement of bone marrow and peripheral blood. It is characterized by

chromosome translocation t(11;14)(ql13;q32).

The therapeutic success obtained with the early detection of a
malignant neoplasm and / or its preneoplastic state explains scientific
interest in determination of precursor lesions. Therefore, the importance
of precursor lesions in FL and MCL because both are diagnosed in

advanced stages, which has a negative impact on prognosis and survival.

Actually, in situ follicular neoplasia” (ISFN) and in situ mantle cell
neoplasia (ISMCN) are considered as potential precursors. In situ, because
B cells with t(14; 18) or t(11; 14) are restricted to a tissue compartment

normally occupied by its physiological counterpart.
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In situ follicular neoplasia” (ISFN) and in situ mantle cell neoplasia
(ISMCN) are histopathologic findings of undetermined clinical

significance.

The objective of this study was to establish incidence of
"incidental™ ISFN and ISMCN in systematic and retrospective sampling of
lymphadenectomy specimens from patients diagnosed with colorectal (201
cases) and breast (140 cases) adenocarcinoma during 3 consecutive years
(1998-2000) and establish the risk of progression to FL and overt MCL
after a minimum follow-up of 13 years. Also, to make a comparison
between the consecutive series of 3 years with a different series of cases

of ISFN or ISMCN from Hematopathology consultation files.

The laboratory techniques used are staining methods, hematoxylin
eosin and immunostaining BCL2, CD10, cyclin D1. In addition, FISH was

performed.

Incidental and isolated ISFN was identified in 11/341 patients
(3.23%), whereas incidental and isolated ISMCN was found in 2/341
patients (0.59%). None of these 13 cases in this series developed overt
lymphoma during the follow-up period (range 7-192 months).

In the second series of 17 cases of ISFN (16 cases) and ISMCN (1
case) from consultation files, five cases had incidental and isolated ISFN
and none progressed to manifest lymphoma.

Overall, none of the 16 cases with incidental and isolated ISFN in
both series developed overt FL after a median follow-up of 54 months
(range 7 to 187 months).

However, the 12 cases with clinical suspicion of
lymphoproliferative disease showed association (in different lymph nodes)
or combination (in the same sample) of ISFN or ISMCN with other
lymphoid neoplasms (LF, splenic marginal zone lymphoma, nodal
marginal zone lymphoma, Hodgkin's lymphoma, diffuse large B-cell
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lymphoma, chronic lymphocytic leukemia / small cell lymphocytic

lymphoma, multiple myeloma).

In conclusion, the clinical relevance of ISFN and ISMCN seems to
strictly depend on the clinical context. In the retrospective sampling
series, isolated and incidental ISFN or ISMCN had zero risk of

transformation to FL or MCL respectively.

However, when ISFN or ISMCN are diagnosed in the context of a
clinical suspicion of lymphoproliferative disorder this finding is more
frequent than expected, suggesting a basic disorder that facilitates the
emergence of clonal B cells populations and should lead to a rigorous

clinical study.
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1. INTRODUCCION

1.1. Linfoma folicular, linfoma de células del manto

El linfoma folicular (LF) es uno de los linfomas no Hodgkin mas
frecuente en adultos, el 20% (1) de todos los linfomas, con una incidencia
de 2,6 por 100 mil personas al afio (2), una edad media de presentacién en
la sexta década de vida y ligero predominio en mujeres en Europa (razon
mujer: hombre de 1,7: 1) (1,3) y en varones en Estados Unidos (razén
mujer: hombre de 1: 1,2-1,6) (6).

Su curso clinico es indolente, por la lenta expansion de sus células
tumorales, en dos tercios de casos suele diagnosticarse en estadio I11 y IV.
Presenta linfadenopatias asintoméaticas durante afios, compromiso de la
médula 6sea en el 70% de los pacientes y la afectacion de otros 6rganos
es poco frecuente. Los sintomas B y el incremento de lactato

deshidrogenasa (LDH) se manifiestan en menos del 20% de los pacientes

(4).

El LF esta caracterizado por la traslocacion cromosémica
t(14;18)(g32;921), encontrada en mas del 90% de los casos (1). La
determinacion de graduacion histolégica del LF esta basado en el contaje
de centroblastos en 10 foliculos neoplasicos. Se establecen 3 grados: grado
1 (0-5 centroblastos por campo de gran aumento, CGA), grado 2 (6-15
centroblastos por CGA) y grado 3 (>15 centroblastos por CGA). El grado
3 se subdivide en grado 3A, en el que los centrocitos todavia estan
presentes, y grado 3B, en el que se observan Unicamente sabanas de

centroblastos (1).
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Figura 1.1 Linfoma folicular grado 1. Los foliculos y las regiones interfoliculares contienen células B
CD20+. Los foliculos son BCL2+. BCL6 y CD10 son expresados en los foliculos y en menor grado en las
células neoplasicas interfoliculares.

El modelo de indice Prondstico Internacional para linfoma folicular
(IPILF, en inglés “FLIPI”) establece 5 factores independientes como
predictores de supervivencia. La presencia en puntuacion 0,1,2 o 3 de
estos factores adversos define un riesgo bajo (0-1), intermedio (2), o alto

de enfermedad (3 o0 mas) (7).

1) edad >60 afios,

2) hemoglobina <12 g/dL,

3) LDH sérica >normal,

4) estadio I11/1V de Ann Arbor y

5) numero de areas ganglionares involucradas >4.



Tabla1.1 indice Prondstico Internacional para linfoma folicular, IPILF

Grupo de riesgo N° de factor de riesgo SG a5 afios SG a 10 afios
Bajo riesgo 0-1 91% 71%
Riesgo intermedio 2 78% 51%
Alto riesgo 3 0 mas 52% 36%

Fuente: Solal-Celigny P (2004) (7).
SG:supervivencia global

En los pacientes asintématicos con estadio bajo y sin citopenias esta
indicado el seguimiento clinico (“watch and wait”). Desde el desarrollo
de anticuerpos (Ac) monoclonales, gracias a la ingenieria genética, el
pronostico del LF estd en relacidén con la extension de la enfermedad al
diagnéstico y que sea sensible a la terapia con rituximab (Ac monoclonal
especifico contra el antigeno CD20) que ha mejorado la respuesta,
duracion y supervivencia global. Otros tratamientos como el trasplante de

progenitores hematopoyéticos esta indicado para enfermedad recurrente

(4).

El linfoma de células del manto (LCM) comprende el 3 al 10%
aproximadamente de los linfomas no-Hodgkin. Ocurre en individuos con
una mediana de edad sobre los 60 afios a razon entre hombre: mujer de 2:1
0 mas. La mayoria de los pacientes son diagnosticados con enfermedad en
estadio Il o 1V, con linfadenopatias, hepatoesplenomegalia, afectacién de

médula ésea y sangre periférica (1).

ElI LCM es una neoplasia de células B generalmente con traslocacion
t(11;14)(q13;932). El LCM clasico es una proliferacion linfoide
monomarfica con un patron vagamente nodular o difuso. La mayoria de
casos estan compuestos por células linfoides pequefias a medianas con un
contorno nuclear ligero a marcadamente irregular, tipo centrocito (Figura
1.2). Se ha reconocido algunas variantes morfoldgicas, siendo las
variantes blastoide y pleomdrfica de importante significado clinico por su

peor prondstico (1).
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Figura 1.2 Linfoma de células del manto. Las células neoplésicas expresan positividad con ciclina D1
(nuclear), CD20 y CD5.

Aunqgue el LCM no ha sido graduado histolégicamente, la evaluacion
de la fraccion de proliferacion sea por el contaje de figuras mitdticas o
estimando la proporcion de los nucleos Ki67+ han demostrado su utilidad

en el prondstico junto a parametros clinicos (1).

El modelo de indice Prondstico Internacional para linfoma de
células del manto (IPIM, eninglés “MIP1”) establece 4 parametros clinicos
independientes como predictores de menor supervivencia. La presencia en
puntuacién 0,1,2 o 3 de estos factores adversos define un riesgo bajo (0-3
puntos), intermedio (4 y 5 puntos), o alto de enfermedad (6 o mas).

Otorgando la mayor puntuacion cuando (8):

1) edad es igual o mayor de 70 afos,

2) ECOG 2-4,

3) LDH 1.5 veces el limite superior normal o més y

4) cifra de leucocitos igual o mayor de 15.000 x 10°%/L.
4



El LCM tiene una supervivencia media de 3 a 5 afios, la mayoria de
los pacientes no alcanzan una remision completa duradera. Actualmente el
LCM se cura so6lo con el trasplante alogénico pero muy pocos pacientes

cumplen los requisitos para este tratamiento (9).

No existe un tratamiento definido como de primera linea para
aquellos que no son candidatos a estrategias agresivas. Para aquellos que
si lo son, se tratan con Ara C a dosis alta, como agente quimioterapico de
induccion. Esta en estudio la consolidacion con radioinmunoterapia
(isétopos radioactivos con agentes inmunitarios) o el mantenimiento con

rituximab (9).

1.2. Lesiones precursoras de linfomas: neoplasia folicular in situ;

neoplasia de células del manto in situ. Definicion y diagnéstico

El éxito terapéutico obtenido que conlleva la deteccion precoz de
una neoplasia maligna y/o de su estado preneoplasico, como ocurre por
ejemplo en el cancer de mama, cancer en el cuello del Utero, cancer de
colon y recto, explica el interés cientifico de la determinacidén de las

lesiones precursoras.

Actualmente se ha incrementado la deteccidén de posibles lesiones
precursoras de neoplasias linfoides, de las cuales se requiere aun mayor
conocimiento. Son lesiones que no cumplen criterios para el diagndstico
de linfoma establecido, aunque presentan algunas de sus caracteristicas
inmunofenotipicas y moleculares y han sido detectadas generalmente en
personas sanas. Su riesgo de progresion a linfoma manifiesto en algunas
es incierto lo cual ha sido reflejado en las diferentes nomenclaturas
propuestas. Sirva de ejemplo la gammapatia monoclonal de significado

incierto (GMSI) y la linfocitosis monoclonal de células B (LMCB).



Entre otras lesiones posiblemente precursoras de neoplasias
linfoides se puede mencionar: centros germinales (CG) progresivamente
transformados, hiperplasia folicular con células B con restriccion de
cadenas ligeras, proliferacion indolente de células plasmaticas, lesiones
precursoras de linfoproliferaciones de celulas T y NK, hiperplasia linfoide
reactiva asociada con EBV (10,11).

En el LF y LCM ha sido de importancia establecer las lesiones
precursoras por ser ambos diagnosticados en estadios avanzados lo que
repercute negativamente en el prondstico y supervivencia. Para cada una
de estas patologias se considera como potenciales precursores a dos
lesiones que en el presente estudio seran referidas, segun la actualizacion
de la clasificacidn de las neoplasias linfoides, como neoplasia folicular in
situ (NFIS) y neoplasia de celulas del manto in situ (NCMIS) (5).

El término in situ hace mencidn a la condicién en la cual las células
con t(14;18) o t(11;14) se localizan de forma restringida a un
compartimento tisular normalmente ocupado por su contraparte fisioldgica

(por ejemplo los CG en el caso de la neoplasia folicular in situ).

La NFIS ha sido referida también como Células B de tipo linfoma
folicular de significado incierto (del inglés “Follicular lymphoma-like B
cells of uncertain significance”,“FLBUS”) (12, 13) por constituir un

hallazgo diagndstico con significado clinico incierto.

Actualmente, lo que se conoce es la presencia de NFIS en el 2.3%
(3 casos) de 132 pacientes, a quienes les fueron biopsiados 1294 ganglios
linfaticos (GL) reactivos extirpados por procesos inflamatorios o estadiaje
de tumores sélidos en consultas realizadas durante 3 meses (14). En otro
estudio la frecuencia fue del 2% obtenido al analizar 100 GL consecutivos

con hiperplasia folicular (15).

Entre los sitios anatomicos donde han sido detectadas NFIS se

encuentran GL aumentados de tamafo y disecados en el contexto de



procesos quirurgicos (como hernia inguinal, obstruccién intestinal,
diverticulitis, neoplasias) y no quirdargicos, asi como también en sitios
extraganglionares como amigdalas, adenoides, colon (13), tiroides con
tiroiditis linfocitarias (2), bazo (16). En los GL es detectada la NFIS en
un solo GL o multiples, de modo sincronico o no y la recurrencia no es

equivalente a la presencia de un linfoma manifiesto (13,17,18).

En estudios previos para establecer la frecuencia de NCMIS en GL
reactivos, no se detectd ningun caso. Uno de estos estudios analizé 1292
GL en 131 pacientes de un periodo de 3 meses (19) y otro en 100 GL
consecutivos con hiperplasia folicular reactiva (15), linfadenectomias

donde también se investigd NFIS.

La NCMIS ha sido detectada en GL y sitios extraganglionares (tales
como glandulas lagrimales, orofaringe, bazo, intestino, apéndice (15)) en
el contexto de procesos quirargicos como apendicitis, neoplasias y otros
no quirargicos. Puede tener presencia multifocal lo que demuestra que las
células B t(11;14) estan circulando (20).

1.2.1. Definicion de NFIS y NCMIS

La neoplasia folicular in situ (NFIS) ha sido definida como la
presencia de células B con caracteristicas genéticas e inmunofenotipicas
del linfoma folicular, pero con expresiéon fuertemente positiva para BCL2
y CD10 y limitada al centro germinal (CG) de los GL (21). Figura 1.3y
Figura 1.5.



Figura 1.3 Neoplasia folicular in situ (NFIS). Se observa un foliculo secundario (FS) con expresion intensa
de BCL2, limitada a un centro germinal de bordes netos.

La neoplasia de células del manto in situ (NCMIS) es definida como
la presencia de células B ciclina D1 positivas, usualmente con t(11;14) en

una localizacién limitada a la zona interna del manto de un GL reactivo

(22, 23). Ver figura 1.4.

Figura 1.4 Neoplasia de células de manto in situ (NCMIS). Se observa células més internas del manto
(CM) expresando ciclina D1 (tincion nuclear); CG, centro germinal.



1.2.2. Diagnéstico

1.2.2.1. Diagnostico de NFIS: BCL2

BCL2 es una proteina de membrana de tipo integral de 25,000 de
masa molecular relativa, codificada por el gen BCL2 y se localiza en el
lado citoplasméatico de la membrana externa mitocondrial, en la envoltura
nuclear y en el reticulo endopldsmico (24, 25). En el tejido linfoide
normal se detecta la proteina BCL2 en numerosos linfocitos T (timocitos)
corticales, en casi todas las células B normales excepto en las células B

monocitoides reactivas, centroblastos y centrocitos de CG (26).

La proteina BCL2 ha sido detectada también en algunos tejidos no
linfoides, incluyendo epitelio de piel, glandular y mucosa gastrointestinal
(27). En el epitelio normal, incluyendo la mucosa colorrectal, su expresion
se detecta en las células basales donde estan localizadas las células

progenitoras o madres (28, 29).

La proteina BCL2 como resultante de la t(14;18) (q32;921) se ha
detectado sobre todo en los LF caracterizandolo, pero también en el
linfoma B difuso de célula grande (LBDCG). Y en ciertos casos, su
deteccion ayuda para el diagndstico diferencial entre linfoma versus
hiperplasia folicular (26, 30- 32). En la NFIS la proteina BCL2 muestra

expresidn intensa en el CG (21).

También de modo andémalo (comparando con epitelios normales o
hiperplasicos) ha sido detectada la proteina BCL2 en tejidos no linfoides,
tales como polipos displasicos colorrectales y carcinomas colénicos (29).
Incluso tiene valor prondstico en el carcinoma de colon, son menos
agresivos y progresan mas lentamente aquellos en que la oncoproteina
BCL2 puede ser detectada (33).

En el carcinoma de mama la deteccion de BCL2 se ha relacionado
con una mejor respuesta a la quimioterapia, teniendo un valor pronoéstico
para evaluar la eficacia de los tratamientos (34). En los tumores mamarios
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se ha observado que la sobreexpresidon transgénica de BCL2 actla como
sefial pro-proliferativa, pero por si sola tampoco genera tumor mamario
(35- 37) y si bajo la influencia de la induccion por c-Myc, del antigeno

tumoral grande del virus SV40 y de la ablacion genética Bax (34).

BCL2 también es positivo en el 80% de carcinomas de tiroides
pobremente diferenciados (insular) y en otros carcinomas; asi como en un
tercio de los tumores benignos y malignos de la vaina del nervio periférico

entre otros tumores mesenquimaticos (38).

El 85 al 90% de los LF con la t(14,18) son positivos al Ac BCL2
standard (clon 124) que se une a una regién fija del transcrito del gen
silvestre BCL2. Aunque existe una buena correlacidn entre presencia de la
traslocacion y la expresion de BCL2, al momento se ha observado que en
un 10% a 15% de los LF se detecta la traslocacion, pero no la
sobreexpresion IHQ de la proteina BCL2 (1) y en un 25 % lo opuesto, es

decir se detecta la expresién de la proteina, pero no la traslocacion (39).

Los resultados negativos en LF usando el Ac BCL2 standard se debe
a una mutacion puntual en el gen BCL2 que altera el epitopo de
reconocimiento del Ac convencional (27, 40). Otros mecanismos incluyen
la fosforilacion de otros residuos de la proteina (27). Por otra parte, en un
10-30% de LF no se detecta ni la translocacion (14;18) ni la proteina BCL2
por tener translocacion BCL6/IgH, o ser un LF de inmunofenotipo
aberrante (1).

En los LF grado 1 0 2 BCL2 negativo se ha tenido que utilizar para
visualizar la expresion de la proteina otros Ac diferente al estandar, como
por ejemplo el clon 100D5, clon E17 y SP66 (41).

1.2.2.2. Diagndstico de NFIS: CD10

El CD10 o CALLA (antigeno comun de leucemia linfoblastica

aguda, “Common acute lymphoblastic leukemia -associated”) es una
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metalopeptidasa que se expresa en precursores linfoides y células
normales del CG del foliculo linfoide (38), por lo cual se lo emplea
también como marcador del CG.

CD10 es positivo en el 60% de los casos de LF. La positividad es
variable en LBDCG y en el mieloma multiple (MM). Positivo en el 90%
de leucemia linfoblastica aguda de células B y en la leucemia mieloide
cronica en crisis blastica linfoide (38). En la NFIS el antigeno CD10 se

expresa intensamente en el CG (21).

Figura 1.5 Neoplasia folicular in situ (NFIS): foliculo secundario con tincién intensa CD10 del centro
germinal (CG) y de borde bien definido. Se observan otros foliculos secundarios con tincion del CG por
CD10.

CD10 también es positivo en el 94% de linfoma de Burkitt, Burkitt
like y linfoblastico B (38). Con la excepcion de la leucemia linfoblastica
T, la expresion de CD10 en neoplasias T es muy infrecuente, usualmente
restringida a casos de linfoma T de fenotipo folicular (por ejemplo,
linfoma T angioinmunoblastico) (1, 30, 31, 42, 43).

Se observa expresion de CD10 en otros tejidos no linfoides como en

las células mioepiteliales de mama y en los conductos biliares; en tumores
11



no linfoides como en carcinomas de células renales y del pulmén, en
mesoteliomas, en el melanoma maligno y en el sarcoma del estroma
endometrial (38).

1.2.2.3. Diagndstico de NCMIS: Ciclina D1

La ciclina D1 (llamada también BCL1 o PRAD 1) es una proteina de
36 kDa codificada por el gen CCND1. La familia de las ciclinas D regulan
la actividad de las protein- quinasas en la fase G1 (que sigue a la fase de
la mitosis) conduciéndola hacia la fase S (sintesis de ADN) del ciclo
celular (26, 30), por eso su deteccion IHQ es nuclear y la tincion

citoplasmatica se considera inespecifica.

La ciclina D1 activa y regula a quinasas dependientes (CDCs) del
ciclo celular CDC4 y CDC6 mediante la fosforilacion e inactivacion de la
proteina retinoblastoma. Regula: diversos factores de transcripcién y
correguladores  transcripcionales, el metabolismo  celular, la

diferenciacion de las células grasas y la migracion celular (44).

La sobreexpresion de la ciclina D1 esta asociada con la
tumorigénesis, en neoplasias linfoides estd relacionada con la t(11:14)
(q13 g32) (43). Se considera un marcador sensible (70-100%) y especifico
para LCM (45-47). También se expresa en 25% de las neoplasias de células
plasmaticas y 10% de las leucemias de células peludas, aunque con una
sefial mas débil. En la NCMIS la proteina ciclina D1 se expresa en las
células de la capa més interna del manto (22, 23).

Se ha detectado su expresidn en otras neoplasias no linfoides como
en los carcinomas de mama, en los carcinomas de células escamosas de
cabeza y cuello, en los canceres de es6fago y en los carcinomas de células
renales (44). Dentro de un mismo tumor la intensidad de positividad

nuclear varia entre las células neoplasicas.

Con la ayuda de otras herramientas de laboratorio como la

citometria de flujo (CMF) vy técnicas moleculares (hibridacion
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fluorescente in situ, “FISH”; reaccidén en cadena de la polimerasa, “PCR”;
secuenciacion; técnica de hibridacién gendmica comparada, HGC) ha sido
posible ampliar méas el estudio de estas lesiones precursoras para un mayor

conocimiento de las mismas.

Por ejemplo, una proporcién de NFIS serian identificadas mediante
CMF. Aunque tipicamente la identificacion del LF esta basado en la
tincion inmunohistoquimica (IHQ) de tejidos en parafina como parte del
protocolo hospitalario en el hospital Valdecilla, a todo paciente con
sospecha de proceso linfoproliferativo se envia muestra en “fresco” tanto
al Servicio de Anatomia Patoldgica como al Servicio de Hematologia para

posibles estudios posteriores como CMF, “FISH” o citogenética.

Actualmente méas y mas linfadenopatias estdn siendo ahora
evaluadas usando biopsias con aguja o aspiracion con aguja fina siendo
analizadas luego en el microscopio y en el citometro de flujo. De tal modo
que tanto las muestras procedentes del hospital como interconsultas
interhospitalarias tienen un perfil fenotipico por CMF.

En la CMF las células B con restriccion de cadenas ligeras CD10+
0 células B CD10+ y BCL2+ se interpretan como reflejo de un linfoma de
células B de origen CG (13) con excepciones como la hiperplasia folicular
clonal, tipicamente mas vista en nifios y adultos jovenes (48) y una
proporciéon de NFIS que también serian identificadas. Lo cual hay que
tener en cuenta al analizar los resultados de CMF cuando solamente se
trabaja con preparaciones citolégicas, para no diagnosticar un LF de bajo

grado existiendo la posibilidad de que sea una NFIS (13).

Pillai en su estudio con CMF detecto células B CD10+ y/o BCL2+
con restriccidon de cadena ligera en aproximadamente la mitad de los casos
de NFIS y eran indistinguibles de las que son vistas en un LF o linfoma B
difuso de celula grande (LBDCG) (13).
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1.3. NFIS y NCMIS y su hallazgo en pacientes con procesos

linfoproliferativos

1.3.1. Neoplasia folicular in situ (NFIS) y su asociacion con linfomas

La NFIS se ha detectado en pacientes con LF y linfoma B difuso de
ceélula grande (LBDCG) de forma previa, simultdnea o subsecuente. En
otros casos, se ha reportado la asociacion de NFIS con otro tipo de
neoplasias linfoproliferativas o no linfoproliferativas y con procesos

inflamatorios.

En el 2002 se reportd una serie retrospectiva de casos de NFIS donde
el 44% (8/18) presentaba un LF asociado. El 8% (2/25) se asociaba a otras
neoplasias linfoides distintas del LF (21). En ese estudio se definen por
primera vez las caracteristicas histopatolégicas, inmunohistoquimicas y
moleculares de la lesidn y se sugiere la posibilidad de que la NFIS sea un

precursor del LF.

Seis afios después la clasificacion de la OMS de neoplasias
hematolinfoides reconoce el linfoma folicular in situ / neoplasia
intrafolicular y el linfoma de células del manto in situ (1), debiéndose tal
nomenclatura a las caracteristicas inmunofenotipicas y genéticas
coincidentes con LF y LCM respectivamente, asi como por haber sido
detectadas asociadas a LF o LCM, concurrente, previo y/o posterior.

Al no conocer la proporcion de LF precedido por NFIS, se planted
si la situacién es andloga a la leucemia linfocitica crénica (LLC) en la que
practicamente todos los casos estan precedidos por LMCB (49) aunque su
rango de progresion a LLC es de sdlo 1-2% al afio (50, 51). Y si acaso
también ocurre en el LCM precedido de NCMIS o pequefios focos de

células linfoides ciclina D1+ (15).

En el 2011, se definen con mayor precisién los criterios para realizar

el diagndstico diferencial entre NFIS e infiltracion parcial de ganglio
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linfatico por linfoma folicular (LFP) (2) por el mismo equipo de
investigacion que public6 en el 2002.

Teniendo en cuenta esos criterios, al reclasificar los casos de NFIS
y afiadiendo otros observé que ya no un 23%, sino solo el 5% de casos sin
diagndstico previo o concurrente de LF u otro proceso linfoproliferativo
desarrollo LF durante el seguimiento (mediana: 41; rango:10-118 meses).
La presencia de la NFIS en pacientes con linfoma se sigui6 evidenciando,
aunque en un porcentaje menor, asi encontraron que el 18% (6/34) de los
pacientes con NFIS tuvieron LF previo o concurrente y, en 5 casos se

observo la concurrencia de NFIS con otros linfomas distintos del LF (2).

Se ha planteado si la cuantificacion del namero de foliculos afectos
por NFIS se relaciona con el riesgo de desarrollar LF establecido. En
relacion con esto, en otros dos estudios se han medido el numero absoluto
de foliculos secundarios (FS) involucrados, su proporcion (FS BCL2+/N°
FS), el grado de extensidn dentro del FS individual y la densidad de FS
anormales (FS BCL2+ por cm?) (2, 13).

En el estudio de Jegalian, 7 de 12 casos con linfoma asociado
(incluyendo LF) tuvieron menor presencia de “in situ”, comparado con
otros 6 de 20 casos sin linfoma asociado. En el Gnico caso que desarrollo
LF en el mismo sitio anatémico del diagnoéstico previo de NFIS, la
graduacion fue baja (LA: < 5 FS BCL2+ y < de la mitad de los FS),
mientras que en los casos de graduacion 3B (>10 FS BCL2+ y > de la mitad

de los FS) no hubo relacion con LF(2).

En el estudio de Pillai se observd una proporcion significativamente
incrementada de foliculos BCL2+ en los casos donde las células B BCL2+
si eran detectadas por CMF comparando con aquellos casos en que no se
las detectd con dicha técnica (P< 0.01), pero esa relacion no se encontro
considerando el numero absoluto de FS BCL2+ (13). Ninguno de esos
paradmetros analizados han contribuido en la determinacidon de que casos

de NFIS tienen mayor riesgo de progreso a linfoma manifiesto (5).
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En las tres series publicadas con un nimero significativo de casos

de NFIS, en el 3% (2/62) de los casos sin LF previo o concurrente se

diagnosticd LF a los 15y 29 meses después de la deteccion de la lesidn in

situ (en descripciones de casos aislados se ha detectado LF hasta varios

afios después). ElI 50% (39/78 casos) de las NFIS sin evidencia de

neoplasia linfoide previa o concurrente no desarrollaron linfomas en el

tiempo de seguimiento. El 21% de los casos con NFIS presentaron LF

previo o sincrono. Y la asociacion previa, concurrente o subsecuente de la

NFIS a otros procesos linfoproliferativos no LF con o sin LF, fue del 28%

(2, 13, 16). Ver Tabla 1.2.

Tabla 1.2

Neoplasia folicular in situ (NFIS):

serie de casos previamente publicados

Histopathology Blood Haematologica Total %
2010 (16) 2011 (2) 2013 (13)
Numero de casos NFIS 13 34 31 78
LF previo o sincrono 3/13 (23%) 6/34 7/31 (23%) 16/78 21
(18%)
LF subsecuente 1/10 1/28 0/24 2/62 3
Neopl. linfoide no LF: 5 (38%) 5/34 12/31 (39%) 22 28
previa, concurrente o (15%)
subsecuente
Sin evidencia de neopl.  5/13 (38%) 20/34 14/31 (45%) 39/78 50
linfoide previa, (59%)

concurrente o
subsecuente

Neopl, neoplasia. La casilla linfoma folicular (LF) subsecuente, son aquellos pacientes que no tuvieron

LF previo o sincrono al hallazgo de NFIS y desarrollaron LF durante el periodo de seguimiento.

Entre los procesos linfoproliferativos descritos al momento en la

literatura asociados a NFIS se encuentran:

- LF (2, 13, 52- 59).

- LBDCG (2, 10, 16, 54, 58, 60, 61).

— linfoma de Hodgkin (LH) (2, 13, 16, 62).
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- mieloma multiple(MM) (16).

linfoma de la zona marginal esplénico (LZME) (16).

linfoma de la zona marginal ganglionar(LZMG) (2).

- leucemia linfocitica cronica/linfoma linfocitico de células
pequefias (LLC/LLCP) (2, 13).

- linfoma del tejido linfoide asociado a mucosas (“MALT”)
(13).

- LCM (56).

- NCMIS (13, 53, 56).

- Micosis fungoide (MF) (13).

- linfoma de células T periférico (LCTP) (13, 55).
- linfoma linfoplasmocitico (LLP) (2).

La NFIS puede estar asociada con LF u otros linfomas de modo
sincrono, previo o posterior. Y dada la alta proporcion de casos de NFIS
asociados con otros linfomas B distintos de LF, hay investigadores que
han propuesto que la NFIS quizas represente un fenémeno relacionado al
inicio folicular de ciertos linfomas, antes que ser un precursor
preneoplasico sélo del LF (63). A lo cual ha contribuido la observacion de
clonalidad de inmunoglobulinas (Ig) entre la NFIS y el linfoma asociado,
mediante “PCR”.

“PCR” (“polymerase chain reaction”) es una técnica de biologia
molecular que permite obtener un gran niamero de copias de un fragmento

de ADN de interés, partiendo de una minima cantidad (64).

Las Ig son moléculas a través de las cuales realizan el
reconocimiento antigénico los linfocitos B. Se las denomina Ig de cadena
pesada (IgH) y de cadena ligera. Como las neoplasias linfoides son
monoclonales y en la gran mayoria ocurre previamente el reordenamiento
de los genes de las Ig todas las células tumorales hijas expresaran iguales

reordenamientos en esos genes. Estudiar esos genes reordenados mediante
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“PCR” Ig permite discriminar si en una muestra de tejido se esta ante
poblaciones de células linfoides B monoclonales o ante una proliferacion

B policlonal reactiva (analisis genotipico) (65- 67).

En el LF las cadenas pesadas y ligeras de las Ig muestran
reordenamientos que pueden ser detectados hasta en un 90% en IgH (V-D-
J) con la estrategia de “PCR” adecuada y en un 100% cuando a los primers

dirigidos a IgH(V-D-J) se afiaden primers para las cadenas ligeras (68)

Se han publicado casos que estudiando la secuencia génica de los
productos de “PCR” de la NFIS y del LF los han relacionado clonalmente
aunque con anormalidades genéticas secundarias, determinando que el LF
procede de la misma clona (13,40,69). En la serie de Schmidt et al (69)
en todos los casos, en los que se dio la coincidencia de NFIS y LF

establecido se demostro la identidad clonal de ambas lesiones.

También se ha descrito relacién clonal entre LF/LHC y LF/LCM
diagnosticados en el mismo paciente (70-75) lo cual sustenta la posibilidad
de la NFIS como lesion precursora tisular en comun de algunos de estos

otros tipos de linfoma y no solo del LF (63).

Ha contribuido al estudio de relacion clonal entre lesiones in situ y
LF, LBDCG y otros procesos linfoproliferativos asociados la técnica de
captura por microdiseccién con laser (40, 69, 76, 77) que utiliza un
microdisector laser (microscopio 6ptico acoplado a fluorescencia, a laser
de infrarrojo o de UV, a un sistema de captura de muestras
microdiseccionadas y a una cadmara conectada a un ordenador para
visualizar los tejidos a diseccionar). Los laseres que se utilizan evitan
dafiar la muestra (78), separan el componente de NFIS y minimizan la

contaminacion por tejido circundante.

Entre los procesos neoplasicos no linfoproliferativos descritos
actualmente como asociados a NFIS se encuentran: melanoma (79),

“gastrointestinal stromal tumor” (“GIST”) (16), carcinoma de mama (16)
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(80), carcinoma de glotis (16), carcinoma de colon (16, 53, 81, 82)
paraganglioma de cuerpo carotideo (83), tumor de células germinales (2),
carcinoma prostatico (83), cancer pulmonar (14, 81, 84), neoplasia
mucinosa papilar de pancreas (14), carcinoma de células escamosas (13),
carcinoma de células pequefias (13), adenocarcinoma endometrial,

adenocarcinoma cervical (81) y carcinoma renal (56).

Neoplasia folicular in situ:

Tabla 1.3 : :
Tipos de neoplasias concurrentes
Series de casos Histopathology Blood Haematologica  Total
previamente publicados 2010 (16) 2011 (2) 2013 (13)
Linfoma de Hodgkin 2 1 1 4
LBDCG 0 0 3 3
LLC/LLCP 0 2 1 3
LZM 2 (esplénico) 1(G) 0 3
LCTP 0 0 2 2
MF 0 0 1 1
“MALT” 0 0 1 (pulmonar) 1
LLP 0 1 0 1
NCMIS 0 0 1 1
Total 4 5 10 19
Procesos linfoproliferativos no LF previos o en el seguimiento
LBDCG 1 1 1 (Gaéstrico) 3
Linfoma de Hodgkin 0 0 1 1
LLC/LLCP 0 0 2 2
Otras neoplasias no linfoides
Tumor de células 0 1 0 1
germinales
“GIST” 1 0 0 1
Carcinoma de mama 1 0 0 1
Carcinoma de glotis 1 0 0 1
Carcinoma de colon 1 0 0 1

LBDCG, linfoma B difuso de célula grande; LLC/LLCP, leucemia linfocitica crénica/linfoma linfocitico
de células pequefias; LZM, linfoma de la zona marginal; (G)ganglionar; LCTP, linfoma de células T
periférico; MF, Micosis fungoide; “MALT” Linfoma del tejido linfoide asociado a mucosas, LLP,
linfoma linfoplasmocitico; NCMIS, neoplasia de células de manto in situ; “GIST”, tumor del estroma
gastrointestinal.
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1.3.2. Neoplasia de células del manto in situ (NCMIS) y su asociaciéon con

linfomas

La NCMIS se ha detectado en pacientes con LCM y otros linfomas
de forma previa, simultdnea o subsecuente, asi como también con

neoplasias no linfoproliferativas y procesos inflamatorios.

Al igual que en el LF, también en el LCM los genes de las Ig estan
reordenados. El reordenamiento clonal de los genes de cadena pesada y
ligera de la Ig puede ser detectado entre el 88% (85) a virtualmente
todos los casos de LCM (86).

Mediante “PCR”, se puede demostrar la presencia de idéntica
clonalidad entre NCMIS y LCM (19) u otras neoplasias linfoides,
comparando el amplicon o la secuenciacién del reordenamiento de las Ig
analizadas, estableciendo que hay identidad clonal si las células

neoplésicas expresan similitud en el reordenamiento de esos genes.

Entre 17 casos de NCMIS publicados por diferentes investigadores
y actualizados por Carvajal como serie, el 10% (1/10) de NCMIS sin LCM
u otros procesos linfoproliferativos previos o concurrentes desarrollé
LCM (a los 4 afios de seguimiento) (87). En un caso con LCM, tras estudio

retrospectivo, se detect6 NCMIS en un apéndice extraida 4 afios antes (88).

El 12% (3/17) presentd LCM previo o subsecuente (15). EI 29% de
las NCMIS fueron hallazgos sincronicos en pacientes con diagndéstico de
otros procesos linfoproliferativos no LCM (15, 53, 89). ElI 65% de los
casos con diagndstico de NCMIS no presenté LCM previo, concurrente o
subsecuente, ni otras neoplasias linfoides durante 6 meses a 19,5 afios de
seguimiento (15, 22, 90).

La NCMIS se han encontrado en pacientes con procesos
linfoproliferativos tales como: LZMG (89); LF con NFIS (53); LLC/LLCP
(15); “MALT” (15); GMSI (20). O simultaneamente en pacientes con

neoplasias no linfoides como: carcinoma colorrectal (53), cancer de mama
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(15), de préstata (15), de tiroides (91) y carcinoma células escamosas (91).

1.4. Propuestas de génesis y evolucion de la NFIS y NCMIS

Se considera que en la génesis y evolucién desde un estado lesional
precursor y su posterior progreso a linfoma interviene la acumulacion de

numerosas alteraciones genéticas, epigendmicas y del microambiente.

1.4.1. El evento mds temprano de la tumorigénesis en las células B es la

translocacion
1.4.1.1. NFIS y translocacion t(14:18)(q32;q21)

Uno de los eventos mas tempranos de la tumorigénesis en las células
B es la translocacion t(14:18)(q32;921). Hay descripciones de pacientes
en los que la translocacion detectada en el tumor estaba presente algunos

afios antes del diagnostico de LF (92, 93).

La translocacion situa la region de unién (J) de IgH (banda 2 de la
region 3) ubicada en el cromosoma 14 (al locus situado en la banda 1 de
la region 2) en el brazo largo del cromosoma 18 que corresponde al gen
BCL2, produciendo la sobreexpresidn constitutiva de su proteina BCL2 y
que las celulas tumorales sean resistentes a la apoptosis (2).

La mayoria de veces el punto de ruptura de la secuencia del gen
BCL2 en el cromosoma 1821 ocurre en la region no traducida 3 prima, el
60-75% en una secuencia de 150 pb del ex6n 3, denominada regidn
principal de grupos de puntos de ruptura (“major breakpoint cluster
region”, mbr) y el 20% en la region menor de grupos de puntos de ruptura

(“minor breakpoint cluster region”, mcr) localizado a 30kb de mbr.

En los casos restantes, el punto de ruptura ocurre fuera de esas areas,

tanto en la regidn de grupos variables (“variable cluster region”, vcr) o en
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la region de grupo intermedio (“intermediate cluster region”, icr) entre
mbr y mcr y que coGmo punto de ruptura resulto ser hasta mas comun que
mcr (94- 98) o en el extremo 5 prima del gen BCL2 (99).

La translocacion t(14;18) en LF estd mediada por las enzimas de
genes de activacion de recombinacién RAG1/2 (“Recombination activating
gene” 1/2) (100). La estructura de la proteina BCL2 es normal porque los
puntos de rupturas de la translocacion estan fuera de la region codificante
del gen BCL2 (27).

Para la deteccion de la translocacion t(14;18)(q32;q21) vy
t(11;14)(913;932) han sido wusadas multiples técnicas, incluyendo
cariotipo, “Southern blot”, “PCR” y “FISH” (39, 101, 102).

La “PCR” y “FISH ” son técnicas altamente efectivas para el anélisis
de traslocacion t(14;18) cuando existe disponible tejido sin fijar,
mediante el empleo de secuencias complementarias a las secuencias de
BCL2/IgH (39). Aunque modalidades de “PCR” (“nested PCR”, “multiplex
PCR”, “RT-PCR”) se usan no solo para confirmar diagnoéstico sino también
por ejemplo para seguimiento tras tratamiento para detectar enfermedad
residual minima (ERM) en sangre periférica.

Las células B que transportan la translocacién y expresan BCL2 son
denominadas células B t(14;18)+ o células B tipo linfoma folicular del
inglés “follicular lymphoma like cells” (“FLLC”) (103).

Mediante “PCR” de alta sensibilidad se pueden detectar células B
t(14;18)+ en sangre periférica en la poblacion sana y en GL reactivos en
el 14% (104- 108). Son encontradas en un 55% de adultos sanos, 13 veces
mas en la sangre periférica de individuos de mas de 61 afios en relacién
con grupos etarios mas jovenes de 20 afios o0 menos (109); del 66% hasta
el 80% en individuos mayores de 10 afios segun otros autores (110-112).
Frecuencia mucho mayor que la incidencia del LF en la poblacién, lo cual

indica que pocas células B t(14;18)+ evolucionan a linfoma.
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Las células B t(14;18)+ son mas frecuente en varones (113). La
frecuencia de la translocacion t(14;18) a mas de la edad, aumenta con el
habito tabaquico (27, 114) y la exposiciéon a los pesticidas (115). La
estimulacion cronica mediada por antigenos a baja dosis podrian
sutilmente mantener y o expandir las células BCL2+ a lo largo del
envejecimiento del organismo (115).

La translocacion t(14;18) se encuentra en el 85 al 90% de los LF
como ya se menciono al inicio, pero también en el 20-30 % de los pacientes
con LBDCG (39). Fue la sobreexpresion de la oncoproteina BCL2
resultante de la translocacion, lo que permitié su deteccién en 1984 y en
esos linfomas inicialmente (28, 116), incluyendo a la teoria de presencia
de oncogenes como causa de proliferacion tumoral la expresiéon de

proteinas anti-apoptéticas (117).

Los estudios que se realizaron en cultivos celulares demostraron que
la proliferacion inducida por un oncogén (sefial pro-proliferativa) era
insuficiente para alcanzar un estado temprano de pre-malignidad, que se
requieren mecanismos de evasion de la muerte celular (antiapoptosis) que
logren superar el mecanismo opuesto (muerte celular o apoptosis) para que
se genere un tumor y que la activacion anormal del gen BCL2
(antiapoptético) por la translocacién era un evento frecuente y precoz en

esa tumorigénesis (118).

Se ha propuesto que la NFIS representa la contraparte tisular de las
células B t(14;18)+ circulantes al colonizar nichos de CG, por el hallazgo
de NFIS en GL con células consideradas clonalmente idénticas a las
halladas en la sangre periférica en base a monoclonalidad de IgH,
deteccion de la translocacion mediante “FISH” y secuenciacion de la
fusion detectada (de la region mbr del gen BCL2 al JH6 del gen IgH) (119).
Sin embargo, en otros estudios de secuenciacion del ADN se ha encontrado
diferencias entre la secuencia genética de las células B BCL2+ en sangre

periférica y de la NFIS, aunque ambas son expansiones de células B
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memoria post CG expresando baja afinidad de IgM y que han acumulado
alta hipermutacion somatica (103).

La translocacion t(14:18)(q32;q21) en las células B se cree que
ocurre durante su génesis en la médula ésea, por la alta cantidad de células
pre-B BCL2+. De esto se deriva la propuesta que las recaidas del linfoma
incluso después de quimioterapia sean por células B BCL2+ residentes en
la médula 6sea y relativamente quiescentes por lo cual no son afectadas

por el tratamiento, en lugar de células de LF de novo (103). Figura 1.6.

ecaid: LF
m——p

t(14;18) .Celsscm . & t(14;18) .clsscm . & H14;18), . é 24,

Figura 1.6 Modelos de génesis y evolucion de las células B t(14:18)+. Basada en el
disefio de Kluin (103). Flecha roja punteada: células circulantes B t(14;18)+ pre
centro germinal (CG) sin acumulacion de hipermutaciéon somatica (HMS). Flecha
negra punteada: células B t(14;18)+ de memoria post CG. Flecha negra continua:
células circulantes B t(14;18)+ de memoria post CG con acumulacién de HMS que lo
indica el grosor. Ganglo linfatico (GL) gris:con células B sin t(14;18). CG azul: NFIS.
GL azul. GL con LF. GL verde: GL con recaida de LF. A. La célula B t(14;18)+ surge
como un error en la médula 6sea (MO) que al expandirse en CG de GL/otros 6rganos
linfoides y adquirir cambios oncogénicos adicionales origina LF. B. La
heterogeneidad en la carga mutacional del LF se debe a una acumulacién progresiva
de mutaciones a lo largo del tiempo, dependiente de la frecuencia de re entrada en el
CG y asi a la exposicion a la deaminasa de citosina inducida por activacién (AID).
C. Células B t(14;18)+ de memoria post CG circulantes en personas sanas pueden
colonizar CG y dar lugar a NFIS. Pocas células B t(14;18)+ adquieren cambios
oncogénicos adicionales tales como las mutaciones CREBBP que dan lugar al LF. D.
Acorde a Wartenberg et al: pocas células LF pueden encontrar un nicho en la MO,
estar relativamente quiescente, asi escapar de la quimioterapia y repoblar el cuerpo
después (células fundadoras), explicando porque no hay acumulacién linear de
mutaciones somaticas en pacientes con LF (biopsias de recaidas con menos mutaciones
que biopsias originales de diagnéstico). E. Similar que D, mas la posibilidad que cél
B t(14;18)+ regresan a la MO dando posteriores recaidas.
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En la Figura 1.6 se expone modelos de génesis y evolucion de las
células B t(14:18)+ y que explicarian la variabilidad del patron de
hipermutacidén somatica entre el LF inicial en relacidon a las recaidas que
presenta menos mutaciones (Figura 1.6D, 1.5E). O la variabilidad entre
LF y la NFIS concurrentes, donde la NFIS es BCL2+ y el LF BCL2- (40).
O los casos en que se ha evidenciado que dentro de cada linfoma no todas
las células tumorales comparten la misma hipermutacién somatica, hay

subclones, cada uno con su propia huella dactilar genética (Figura 1.6B).

Sin embargo, la translocacion de BCL2 y las demas alteraciones en
el genoma no son suficiente para producir un tumor linfoide. Ha sido
demostrado también que los linfomas derivados de células B del CG estan
caracterizados por frecuentes mutaciones en proteinas implicadas en

regulacion epigenética.

En el LF se han hallado mutaciones sométicas altamente recurrentes
en genes de las enzimas modificadoras de histona: histona metiltransferasa
MLL2(KMT2D) (89%) y EZH2 (7,2%), la histona acetilasa, CREBBP
(32,6%), EP300 (8,7%) y MEF2B (15.3%) (120) (77). También frecuentes
deleciones en miembros de la familia TNFR (TNFRSF14, TNFRSF9,
TNFRSF11A) localizada en region 1p36, pérdidas evidenciadas también
en el LFP y en el linfoma folicular duodenal (LFD) (77).

Ademaés, se considera que el microambiente celular es importante
para el desarrollo del linfoma, que células que interactian de diferentes
modos con las células B BCL2+ terminan siendo sometidas como
maquinaria para favorecer el crecimiento de estas ultimas (120). Y se
continta estudiando los causales oncogénicos que contribuyen a la

transformacion de células B BCL2+ a linfoma.

1.4.1.2. NCMIS y translocacion t(11;14)(q13;q932)

Como con la t(14;18) en el LF, la translocacion t(11;14)(gql13;932)

es considerada como el evento primario en la patogénesis del LCM. La
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yuxtaposicion de la regiéon de union (banda 2 de la regién 3) de la IgH en
el cromosoma 14, al locus situado (en la banda 3 de la regién 1) en el
brazo largo del cromosoma 11 coloca al gen CCND1/BCL1 bajo el control
del potenciador de IgH, produciendo la sobreexpresion de ciclina D1, que

es también regulador positivo del ciclo celular (121).

La deteccion de la translocacion t(11;14) del LCM o NCMIS
mediante “PCR” es menos exitosa porque los puntos de ruptura 11q13
estdn ampliamente distribuidos, aproximadamente el 30-50% estan
localizados en 1kb del segmento de ADN Ilamado grupo principal de
translocacion (“major translocation cluster”, “MTC”), pero el resto de
traslocaciones involucra algunos sitios diferentes no facilmente
detectables mediante “PCR”. La deteccion de la translocacion en la regién
“MTC” da positivo en el 30-50% de los casos (85, 102, 122).

Los test de “RT-PCR” cuantitativo en tejidos frescos o congelados
detectan el incremento de acido ribonucleico mensajero (ARNm) de ciclina
D1 en un alto porcentaje de LCM (102, 123, 124) sin embargo su uso no
esta justificado cuando el “FISH” en relacion a la t(11;14) detecta el 90%
de los casos, aun en tejidos incluidos en parafina y es una técnica mas
rapida (125).

Ademas de la translocacion t(11;14), se requieren otras aberraciones
gendémicas para completar la transformacion maligna. Hay evidencia que
los clones de IgH/CCND1 existen circulando en la sangre periférica en
personas sanas por afios (mas alla del tiempo medio de vida de los
linfocitos B naive normales), que su frecuencia aumenta con el tiempo y
que puede ser detectada simultaneamente con la translocacion t(14;18) en

un mismo sujeto (126).

De todos modos la translocacion t(11;14) se detecta en un nimero
mucho menor de personas sanas en relaciéon a la t(14;18), del 1% (127) al
7% (126), probablemente por menor susceptibilidad de rotura del ADN en

la secuencia del gen CCDN1 (121) y menor estado de maduracion al
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proceder de células B pre-CG, con limitada capacidad de expansién y/o

con poca tendencia a recircular.

Y como ocurre entre las células B t(14;18) y el LF, la frecuencia de
células B t(11;14) es mucho mayor que la incidencia del LCM en la
poblacion. Al ser menos frecuente la deteccion de células B t(11;14) vy
NCMIS hay menos estudios sobre los mismos en relacion a diferencias

genéticas con el LCM.

1.4.2. NFIS, LFP, LF un continuo

Ha sido propuesto un modelo donde la NFIS constituye el primer
paso tisular con potencial y la infiltracion parcial por linfoma folicular
(LFP) un estado intermedio para el desarrollo de los subsiguientes que son
el LF grado 1, 2 y el LF grado 3A (128). Un continuo donde la NFIS al
parecer requiere eventos genéticos, epigendmicos y del microambiente

celular para la expansidn del clon como se menciond anteriormente.

La NFIS histolégicamente presenta arquitectura normal, con
foliculos de tamafio normal, foliculos afectos no agrupados, bordes netos
del CG anormal que contiene mayoritariamente centrocitos en todos los
casos (2, 21). Inmunohistoquimicamente la NFIS presenta expresién muy
intensa de BCL2 y CD10, confinada al CG por definicion (2, 21). Existe
un unico caso publicado de NFIS con predominio de centroblastos,
morfologia de LF grado 3 en su mayoria BCL2 negativo (129) y células

atipicas confinadas al CG.

Genéticamente la NFIS carece de alteraciones genéticas secundarias
que se dan en el LF establecido, en cuanto a mutaciones en el gen EZH?2
Tyr641, metilacion de genes como GRB10,EYA4, TWIST1, DAPK1, ETV1,
GAS7, TUSC3 (69) evidenciadas mediante técnica de HGC (69,77), la cual
analiza cambios en el niumero de copias (ganancias/pérdidas) del ADN de

estudio en relacion con otro de referencia mediante la cuantificacién de la
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intensidad de fluorescencia relativa de cada uno de los fluoréforos
hibridados que emplea (130, 131). Ver Figura 1.7.

Resumen de las alteraciones observadas en NFIS, LFD,
LFPy LF gradol/2y 3A
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Figura 1.7 Modificado de Mamessier, et al (77). Resumen de las alteraciones observadas en neoplasia
folicular in situ (NFIS), linfoma folicular duodenal (LFD), infiltracion parcial por linfoma (LFP) y linfoma
folicular (LF) grado1-2 y 3A. (A) Oncogenes (negro) y genes supresores de tumores (gris) localizados en
las ganancias o pérdidas presentadas por cada entidad. EI nimero total de genes alterados en cada categoria
esta indicado en el centro de cada barra y algunos de los genes mas relevantes estan listados por debajo de
las barras.
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La infiltracion parcial por linfoma folicular (LFP) se distingue de
la NFIS, porque tipicamente tiene alteracion parcial de la arquitectura, con
grupos de foliculos anormales a menudo mas grandes, con mAas
centroblastos que en la NFIS, una demarcacién menos clara entre el CG y
zonas del manto (ZM). Con tinciones de IHQ se observa presencia
extrafolicular de células neoplédsicas CD10+ BCL2 + y al igual que en el
LF tiene mayor variabilidad en la intensidad de BCL2 y CD10 (2).

El linfoma folicular duodenal (LFD) a pesar de compartir la t(14;18)
es histologica y clinicamente una entidad diferente, se manifiesta en el
duodeno como lesion aislada (132, 133) por lo cual no se lo incluye en el
esquema de continuidad NFIS-LFP y LFm. EI LFD quizas se inicie del
mismo precursor t(14;18)+ saliente de la médula 6sea o de uno que haya
experimentado trdnsito CG, lo cual quizas influya en el proceso (134)
antes de establecerse en el duodeno sitio donde primero se expone al
antigeno (132, 135).
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. Hipétesis

Las traslocaciones t(14;18) y t(11;14) son eventos moleculares
caracteristicos del linfoma folicular (LF) y del linfoma de células del
manto (LCM) respectivamente, que al momento se consideran como uno
de los eventos mdas tempranos en su tumorigénesis, pero insuficientes para

el desarrollo de un LF o LCM manifiesto.

Las lesiones definidas como neoplasia folicular in situ (NFIS) y
neoplasia de células del manto in situ (NCMIS) se consideran la
manifestacién histopatoldégica de las células circulantes con t(14:18) y
t(11:14) respectivamente y lesiones iniciales en el desarrollo de un
linfoma, si bien su incidencia y riesgo de evolucion a linfoma no estan

bien establecidos.

La hipotesis es que las lesiones de tipo NFIS y NCMIS encontradas
de forma incidental y aislada presentan un bajo riesgo de transformacion

a linfoma.
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2.2. Objetivos

a- Establecer la incidencia de NFIS y NCMIS “incidental” en un

cribado sistematico y retrospectivo de piezas de linfadenectomia.

b- Establecer el riesgo de progresion a LF y LCM manifiesto en

estas muestras, después de un seguimiento minimo de 13 afios.

c- Hacer una comparativa de la serie consecutiva de 3 afios con una
serie diferente de casos de NFIS o NCMIS procedentes de la consulta de

Hematopatologia.

32



3. DISENO DEL ESTUDIO, MATERIALES Y METODOS

3.1. Diseio del estudio

El estudio descriptivo tiene dos partes. La primera es de tipo
transversal, que nos permite cumplir el objetivo principal, de establecer
la frecuencia de neoplasia folicular in situ (NFIS) y neoplasia de células
de manto in situ (NCMIS) “incidental” en un cribado de 3 afios

consecutivos.

La segunda parte del estudio es de tipo longitudinal, disefiada para
cumplir el segundo objetivo principal, el de establecer el riesgo de
progresion a linfoma folicular (LF) y linfoma de células del manto (LCM)
manifiesto con el seguimiento de la serie de casos obtenidos en la primera

parte del trabajo.

Para lo cual, las muestras a seleccionar tenian que tener las

siguientes caracteristicas:

- que siendo estructuras anatomicas donde segun la literatura se han
detectado NFIS o NCMIS, también sean producto de eventos
quirargicos muy frecuente en el hospital durante el afio y por ende su
recepcion en el laboratorio de anatomia patolégica y en lo posible
unidades numerosas por cada evento quirurgico. Si bien es cierto que
ambas lesiones precursoras han sido detectadas en otros oOrganos
linfoides o con tejido linfoide, mas frecuentemente se ha detectado en
ganglios linfaticos (GL).

- que procedan de pacientes de sexo masculino y femenino

-y sin diagnoéstico de proceso linfoproliferativo (paciente “sano”).
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Por lo cual se disefié el estudio en muestras de linfadenectomias por
estadiaje en pacientes con diagnostico anatomopatologico de carcinoma de
colon y carcinoma de mama, que por la mediana de edad de presentacidn
frecuente de estos carcinomas nos permitia también en el seguimiento por
mas de 10 afios de los pacientes con NFIS o NCMIS estar dentro de la

mediana de edad de presentacion del LF y del LCM.

Para ello se realizé una busqueda retrospectiva en la base de datos
del Servicio de Anatomia Patologica del Hospital Universitario Marqués
de Valdecilla pacientes con tales diagndsticos desde el afio 1998 hasta el

2000. De la base de datos se recogio:

Datos de filiacion:
- NuUmero de Historia clinica
- Edad

- Sexo

Datos anatomopatologicos:
- Ndmero de biopsia
- Apartado de la muestra (bote)
- Descripcién macroscopica, microscopica y diagndstico

anatomopatologico (incluye la descripcién de GL).

Los datos clinicos, como patologias previas, estado al tiempo de

seguimiento fueron obtenidos de las historias clinicas de los pacientes.

Para el procesamiento de la informacion, se cre6 una base de datos

con la hoja de calculo electronica Excel.

Se recuperé del archivo de Anatomia Patologica los especimenes
asociados a patologia tumoral de mama y colon acorde a la base de datos

elaborada.

Para lograr el tercer objetivo, de hacer una comparativa de la serie

consecutiva de 3 aflos con una serie diferente de casos de NFIS o NCMIS,
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se hizo una revision y actualizacién de los datos clinicos y evolucion de
una serie de 17 casos con diagnéstico de NFIS o NCMIS recibidos en
consulta de hematopatologia desde enero del 2002 a enero del 2014.

Informacion que fue solicitada y facilitada por los hospitales referentes.

Trece de los casos han sido ya publicados(16). Los GL de 5 de esos
casos fueron tomados durante el procedimiento quirurgico por sospecha o
diagnéstico de procesos no linfoproliferativos por lo cual se los analiza
en el apartado 4.1.2. Los casos en las cuales existia sospecha clinica y/o
antecedente de proceso linfoproliferativo fueron analizadas en una seccién
aparte (4.2).

Entre ambas series, procedente de la cohorte retrospectiva y de la
consulta de hematopatologia, se compararian datos como la edad, sexo,
proporcién de afeccion de los GL por NFIS o NCMIS, la presencia o no de
linfoma manifiesto en el seguimiento, tipo de linfoma y tiempo en

presentarlo en relacion a la fecha de deteccién de NFIS o NCMIS.

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica de Investigacion
Clinica (CEIC Cantabria).

3.2. Muestra

Se revisaron las preparaciones, selecciondndose los cristales
correspondientes a GL que a su vez fuesen representativos, es decir, con
uno o mas GL en cada cristal y que al menos un GL fuese igual o mas
grande que 0,5cm, con arquitectura preservada y al menos un centro
germinal (CG) reactivo. Fueron seleccionados uno, maximo dos cortes de
hematoxilina por paciente. Luego de verificar la disponibilidad de los
correspondientes bloques de parafina, se obtuvo una muestra de 341
pacientes contabilizandose 946 ganglios, un promedio de 2,8 GL por

paciente.
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3.3. Técnicas de laboratorio

Los avances en las técnicas de laboratorio han permitido obtener
mayor conocimiento sobre la patogénesis y evolucion del LF, LCM vy sus
precursores in situ. En este apartado se tratarad las técnicas de laboratorio

utilizadas en el estudio retrospectivo.

3.3.1. Técnicas de tincion

La mayoria de las tinciones o colorantes utilizados para mejorar el
contraste de los tejidos observados al microscopio, son compuestos
organicos que tienen alguna afinidad especifica por los materiales

celulares.

3.3.1.1. Hematoxilina-eosina

Es una mezcla de colorantes frecuentemente utilizada en histologia
e histopatologia, permite visualizar y diferenciar la estructura de los
tejidos. La eosina produce el efecto de contracoloracién de la
hematoxilina. Al ser acido tifie elementos basicos como algunas proteinas,
dando una coloracidén entre rosada a roja del citoplasma, membrana celular
y ciertos elementos extracelulares. La hematoxilina es utilizada como un
mordiente, al ser basica tifie elementos acidos de color azul violeta a negro
como los nucleos celulares que tienen ADN vy acido ribonucleico (ARN)
(136).

Con la hematoxilina-eosina los foliculos primarios linfaticos se los
visualiza como formaciones redondeadas de color azul violeta a diferencia
de los foliculos secundarios (FS) cuyo centro (CG) se observa mas péalido
que las células que lo rodea (zona del manto, ZM). Esta caracteristica
tintorial del CG se debe a la presencia de linfocitos con una cromatina
nuclear menos condensada que la de linfocitos pequefios de foliculos

primarios y de la ZM en foliculos secundarios (137).

36



Figura 3.1 Ganglio linfatico sin alteracion en su arquitectura. Presenta varios foliculos secundarios, FS o
reactivos: centro germinal, CG (area palida central) y zona del manto, ZM (zona mas tefiida). Se observa
la capsula, C; seno subcapsular, SSC; cordones medulares, CM; senos medulares, SM y foliculos primarios,
FP. Tincién hematoxilina-eosina.

3.3.1.2. Inmunohistoquimica (IHQ)

Como lo describe la definicion la NFIS y la NCMIS son lesiones
detectadas mediante técnicas de inmunohistoquimica (IHQ). La IHQ es
una herramienta de tincion de elementos tisulares a través del uso de
anticuerpos (Ac primario) que se unen especificamente al antigeno que se

quiere detectar.

Estos anticuerpos (Ac) pueden estar ligados a una enzima o ésta
unirse a otro Ac (Ac secundario) que reconoce y se une al Ac primario. Al
afiadir el sustrato de la enzima, se genera un producto visible donde se
encuentra el elemento tisular buscado (méas el Ac y la enzima) permitiendo
a su vez identificar su localizacion dentro de la muestra tisular (64). Se
han desarrollado diferentes técnicas de inmunodeteccion (Figura 3.2) y

hay una variedad de antigenos reconocidos.
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Figura 3.2 Esquema de la base molecular de variantes en técnicas de inmunohistogquimica.

Se realizé la inmunohistoquimica con anticuerpos para CD10, BCL?2
(clones 124 y E17) y ciclina D1 a cada bloque de parafina correspondiente.
Los detalles de los anticuerpos usados y los métodos de recuperacion de

antigeno, véase en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1 Detalles de los anticuerpos usados

y los métodos de recuperacién de antigeno
Anticuerpo Clon Fuente Recuperacion de antigeno  Dilucion
BCL2 124 DAKO IR 614 20 min, EDTA pH9 RTU
BCL2(E17) ClonE17 ABCAM 32124 20 min, Citrato pH6 1:200
CD10 56C6 DAKO ref IR648 20 min, EDTA pH9 RTU
Ciclina D1 EP12 DAKO ref IR083 20 min, EDTA pH9 RTU

Kit Envision Flex, Dako. Ref K802.
“RTU”, listo para usar (“ready to use”).

En los casos con expresiéon IHQ de BCL2 o Ciclina D1 fueron

analizados todos los demas GL disponibles (#139 GL) del mismo evento
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quirdrgico, previos (#13GL, caso 17- NCMIS) o subsecuentes (# 9GL-
caso 3- NFIS). Lo cual incrementé a 1107 el numero total de GL analizados

procedente de 343 linfadenectomias (341 pacientes).

De los 161 GL adicionales fueron analizados con CD10 y BCL2 los
correspondientes a casos de NFIS y con BCL2, ciclinaD1 y CD10 los
casos de NCMIS.

Los siguientes parametros se registraron:

. namero total de CG presentes.
. nimero de CG intensamente positivos para BCL2 y CD10.
. namero de foliculos con células de la ZM ciclina D1+.

Se considero como caso de NFIS al que tuviese al menos un GL con
presencia de células B con expresion intensa de BCL2 y CD10, limitada al
centro germinal (CG) (21).

Se consideré como caso de NCMIS al que tuviese al menos un
ganglio con presencia de células B ciclina D1 positivas en una localizacidn

limitada a la zona interna del manto de un GL reactivo (22, 23).

1) BCL2

Se us6 el anticuerpo (Ac) BCL2 clon 124 de DAKO. Este Ac
monoclonal de ratén marca las células que expresan la oncoproteina BCL2.

Las células marcadas con el Ac muestran tincion citoplasmatica (138)

(Eigura 1.3).

La infiltracién de FS por células positivas para BCL2 fue graduada

de acuerdo a Cong et al (21) considerando:
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- el nimero de FS afectados:

1: <5
2: 6-10
3: >10

-y la proporcion de FS afectos:

A: menos de la mitad de todos los foliculos y
B: si la mitad o més de la mitad de los foliculos del GL esta afecta.

2) BCL2E17

Se selecciond el Ac monoclonal de conejo BCL2 clon EL17 para
detectar aquellos casos de NFIS que son BCL2 standard negativo por
alteracion del epitopo que reconoce el anticuerpo convencional. Las
células marcadas con el Ac muestran tincion citoplasmatica y de membrana
(139).

3) CD10

El Ac monoclonal de ratobn CD10 en la NFIS tife intensamente las
células B en los CG. Las células marcadas con el Ac muestran tincion

citoplasmatica y de membrana (138). Ver Figura 1.5.

4) BCL1 /CICLINA D1

El Ac monoclonal de conejo BCL1/ciclina D1 muestra tincion
nuclear (138) en aquellas células que expresan la proteina ciclina D1. Es

la técnica de eleccion para el diagnostico del LCM. En la NCMIS la
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inmunotincion se visualiza en la capa mas interna del manto (15). Ver

Figura 1.4.

3.3.2. Hibridacion fluorescente in situ

Adicionalmente en los casos de NFIS y de NCMIS fue investigada
la translocacién de BCL2 y CCDN1 respectivamente por la técnica
hibridacion fluorescente in situ, “FISH” (“Fluorescence in-situ

hybridization”).

“FISH” permite visualizar secuencias de los cromosomas
haciéndolas hibridar (por complementariedad de bases del ADN) con
sondas (secuencias cortas de nucle6tidos en una sola hebra) que emiten
fluorescencia, permitiendo la rapida determinacidn de aneuploidias [como
el sindrome de Patau (13), sindrome de Edwards (18), sindrome de Down
(21), sindrome de Turner (X), sindrome de Klinefelter (Y), etc.],
microdeleciones, duplicaciones, inversiones y la elaboracién de la
cartografia genética (marcador genético de un cromosoma). “FISH” puede

realizarse a los cromosomas en metafase o en interfase (64).

En este estudio en cortes completos de parafina se utilizé sondas
comerciales de doble color de fluorescencia “break-apart”(“BA”). Ver
Figura 3.3y 3.4.

Para detectar el reordenamiento de CCDN1 (o BCL1): IZASA LSI
BCL1 Dual Color “BA™.

Para detectar el reordenamiento de BCL2: IZASA LSI BCL2/18q21
Dual Color “BA”, 05N51-020.

La hibridacién in situ en tejido se realizO por metodos
convencionales (140) tras desparafinar secciones de tejido de 3 micras de
grosor. Se utilizé como guia fotos 10x de los ganglios con NFIS con
indicacion de los foliculos BCL2+ y de los ganglios con NCMIS con la
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respectiva sefializacién para facilitar la interpretacidon de “FISH”. El punto
de corte para la lectura cuando se emplea sonda “BA” es del 8-10% (131)
en células en tejido, criterio que no se aplica en este estudio por la

naturaleza misma de la lesién.
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Figura 3.3 (Referencia (141)): Sonda “Break Apart ” para el gen BCL2
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Figura 3.4 (Referencia (141)). Sonda “Break Apart” para el gen BCL1 0 CCND1.

La hibridacién de una sonda tipo “BA” con un nucleo de células
normales en interfase produce dos pares de sefiales naranja y verde
superpuestas o casi superpuestas que se visualizan fusionadas de color
amarillo (patron 2f). EIl patrén de sefial en células que tienen el punto de
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ruptura cromosomico dentro del intervalo (gap) ubicado entre el blanco de
dos sondas dirigidas a secuencias de un mismo cromosoma (por ejemplo,
del cromosoma 18) es: 1 naranja, 1 verde y 1 amarillo de fusion (1nlv1if).
Ver Figura 3.5 (141).

Figura 3.5 lIzquierda: patron de sefial 2f. Derecha: patréon de sefial 1n1v1f.
Sonda de tipo “Break Apart” (referencia (141).

3.4. Métodos estadisticos

Como método estadistico se emplearian las siguientes medidas de

frecuencia (142):
3.4.1. Medida de la frecuencia de NFIS/NCMIS

La prevalencia (P) cuantifica la proporcién de individuos de una
poblacion que presenta una enfermedad o evento en un momento o periodo

de tiempo determinado.

En la prevalencia de la NFIS y de la NCMIS el denominador serd el
namero de pacientes que constituyen la Muestra o cohorte (341 pacientes)
y el numerador sera el numero de casos NFIS/o NCMIS detectados. Como
cualquier proporcion, sera dada en términos de porcentaje y el periodo de
observacion para poder ser interpretada es de 3 afios, entre 1998 a 2000.

Su célculo se estima mediante la expresion:

43



P = N° de casos con NFIS / Muestra de 341 pacientes (durante el periodo
1998-2000) expresado en %

P = N° de casos con NCMIS / Muestra de 341 pacientes (durante el periodo
1998-2000) expresado en %

Como incidencia anual se expresara la frecuencia del evento

expresada por 100 habitantes y por afio.

3.4.2. Otras medidas de frecuencia utilizadas

Para el analisis de otros datos se han utilizado:

3.4.2.1. Medidas de localizacion o tendencia central

1) Media aritmética

Es una medida de centralizacién y se calcula sumando los valores
numéricos de todas las observaciones y dividiendo el total por el nimero

de observaciones, ejemplo la media de GL por paciente.

3.4.2.2. Medidas de dispersion o variabilidad

1) Rango o Recorrido

Diferencia entre el valor maximo y el minimo observado en una

serie, ejemplo rango de edad.

2) Razon

Cociente en el que el numerador no esta incluido en el denominador,

es decir, cociente entre dos entidades que poseen caracteres distintos,
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ejemplo relacion de hombres/mujeres; pacientes con carcinoma de

colon/pacientes con carcinoma de mama.

3) Mediana

Es el valor que ocupa el lugar central de todos los datos cuando
éstos estan ordenados de menor a mayor, si son numero impar la mediana
es la puntuacién central de la misma y si es numero par la mediana es la
media entre las dos puntuaciones centrales. La mediana es independiente
de las amplitudes de los intervalos. Ejemplo la mediana del tiempo de

seguimiento, la mediana de edad.

4) Proporcion

Cociente en que el numerador esta incluido en el denominador. Se
utiliza como la estimacion de la probabilidad de un evento. Sus valores
oscilan de 0 a 1 o de 0% a 100%. Es adimensional. Ejemplo proporcién
GL BCL2+/N° GL y proporcion de FS BCL2+/N° FS (o carga folicular).
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4. RESULTADOS

Para exponer los resultados han sido agrupados en: (4.1) casos con
neoplasia folicular in situ (NFIS) o neoplasia de células del manto in situ
(NCMIS) aislada e incidental y (4.2) casos con NFIS o NCMIS no aislada
diagnosticada en el contexto de sospecha clinica de proceso

linfoproliferativo.

4.1. Casos con NFIS y NCMIS aislada e incidental

En total se expone 18 casos de NFIS/NCMIS aislada e incidental.
Fueron detectados en un total de 346 pacientes, ninguno con proceso
linfoproliferativo previo o sincrono. La edad en los 2 casos de NCMIS fue
46 y 68 afios y la mediana de edad de 16 casos de NFIS incidental y aislada
fue de 66 afios. Después de una mediana de seguimiento de las NFIS y
NCMIS de 54 meses (rango 7-192 meses) ninguna desarrollé linfoma

manifiesto. Siete pacientes murieron por progresién de su carcinoma.

Los resultados lo expondremos como (4.1.1.) casos procedentes del
cribado sistematico y retrospectivo de piezas de linfadenectomia y (4.1.2.)

casos procedentes de la consulta. Ver Tabla 4.1.

47



Tabla 4.1. Caracteristicas clinicas de casos de neoplasia folicular in situ (NFIS) y de neoplasia de células del manto in situ (NCMIS)

Caso Diagnéstico Edad/sexo Localizacién de Neoplasias asociadas Localizacién Seguimiento Estadio  Estado  [1)/
(dx) NFIS/ y tiempo de dx (meses) de linfoma/s (meses) en Ultimo  [2]
NCMIS asociado/s seguimiento
Casos con NFIS o NCMIS aislada e incidental
1 NFIS  71/M GL mesentérico  (0)  Ac colorrectal 171 Vivo;NEL [1]
(76) Ac Prostéstico
2 NFIS  75/M GL mesentérico  (0)  Ac colorrectal 44 Exitus*  [1]
(35) Ac Rectal
3 NFIS  63/F GL mesentérico  (0)  Ac colorrectal 91 Exitus*  [1]
4 NFIS  74/M GL mesentérico  (0)  Ac colorrectal 18 Exitus*  [1]
5 NFIS  63/F GL mesentérico  (0)  Ac colorrectal 187 Vivo;NEL [1]
6 NFIS  76/M GL mesentérico  (0)  Ac colorrectal 42 Exitus*  [1]
(-43) Ca cél Basales previo
(20) Ac Prostastico
7 NFIS  58/F GL axilar (0) CaMamalz 177 Vivo;NEL [1]
8 NFIS  53/F GL axilar 0) CaMamaD 182 Vivo;NEL [1]
9 NFIS  59/F GL axilar 0) CaMamalz 159 Vivo;NEL [1]
(76) Metéstasis Ca mama D
(97) Metéstasis a piel Ca mama
10 NFIS  56/F GL axilar 0) CaMama 172 Vivo;NEL [1]
(74) Ca cél Basales
(124) Ac Endometrioide
11 NFIS  84/F GL axilar (0) CamamaD 7 Exitus*  [1]
(-47) Ac colon previo
(3) Metéstasis a piel Ca mama
12 NFIS  46/M GL mesentérico "GIST" gastrico 25 [2]®
13 NFIS  55/F GL mesentérico Ell 12 Vivo,NEL [2]®
14 NFIS  85/F GL axilar D Ca Mama 64 Vivo,NEL [2]®
15 NFIS  68/M GL axilar D Ca glotis 9 Exitus*  [2]®
16 NFIS  78/M GL inguinal Ca Sigma 10 Vivo,NEL [2]®
17 NCMIS 68/M GL mesentérico  (0)  Ac colorrectal 16 Exitus*  [1]
(-22) Ac Rectal previo
18 NCMIS  46/F GL axilar (0) Camamalz 192 Vivo;NEL [1]
Casos con NFIS/NCMIS no aislada:
NFIS/NCMIS diagnosticadas en el contexto de estudio por sospecha clinica de trastorno linfoproliferativo
19 NCMIS  76/F GLcervicalD  (0) LFyNCMIS GL cervical D 9 Vivo,RC [2]
Ca cél escamoso previo Mejilla D
20 NFIS  77/M GLcervicallz  (0) LHYyNFIS GL Cervical Iz 47 IV Viw,EE [2]
(-24) LF previo Partes blandas
(3) LF secundario Mucosa nasofaringea
(48) Mieloma Mltiple Médula 6sea
21 NFIS  54/F GL axilar (0) LF GL inguinal 1z/RTP 8 INA Vivo,EE [2]®
22 NFIS  40/F GL cervical (0) LF Masa Submaxilar 72 I Vvivo,RC [2]®
23 NFIS  40/F GL axilar (2) LFyLH GL retroperitoneal 120 IV Viw,RC [2]®
24 NFIS  65/M GL mesentérico  (15) LF GL Axilar 32 IV Viw,RC [2]®
25 NFIS  60/F GLinguinalD  (3) LBDCG GL abdominal 3 Vivo [2]®
26 NFIS  51/F GL inguinal (0) LZMG GL inguinal 18 IV Viw,RC [2]
27 NFIS  73/F GL axilar D (0) LLC/LLCPyNFIS GL axilar D 2 IV Exitus,NEL [2]
(-69) LLC previa
28 NFIS  49/F GL inguinal (0) LH GL inguinal 12 B Vivo,EE [2]®
29 NFIS  42/M Bazo (0) LZME Bazo (recaida 55m) 125 IV Vivo,NEL [2]®
30 NFIS  74/M Bazo (0) LZME Bazo 9 IV Vivwo,RC [2]®

M,masculino; F,femenino; GL,ganglio linfatico; RTP,retroperitoneo; D,derecho; lz,izquierdo; Ac,adenocarcinoma; Ca,carcinoma; LF linfoma folicular; “GIST", tumor

del estroma gastrointestinal; Ell, enfermedad inflamatoria intestinal; LH, linfoma Hodgkin; LBDCG, linfoma B difuso de célula B grande; LZMG, linfoma de la zona

marginal ganglionar; LLC, leucemia linfocitica cronica; LLCP, linfoma linfocitico de células pequefias; LZME, linfoma de la zona marginal esplénica; NEL,no evidencia

de linfoma;RC,respuesta completa; EE, enfermedad estable; *,Exitus no relacionado a linfoma; [1], cohorte de 341 pacientes; [2], consulta de hematopatologia;

® previamente publicado.
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4.1.1. Casos de NFIS y NCMIS aislada e incidental en el cribado sistemadtico

y retrospectivo de piezas de linfadenectomia
4.1.1.1. Caracteristicas de la muestra o cohorte

Se analizaron muestras de ganglios linfaticos (GL) de 341 pacientes,
que tenian una mediana de 66 afios de edad, rango 29-91 afos,
diagnosticados de adenocarcinoma colorrectal y de mama en un periodo
de 3 afios (1998-2000). Ninguno de los pacientes tenia diagnostico previo

0 concurrente de proceso linfoproliferativo. Ver tabla 4.2.

Tabla 4.2. Cohorte retrospectiva: N° de pacientes, edad y
N° de ganglios linfaticos (GL) segun procedencia y sexo
N° pacientes Rangodeedad N°GL (i) N°GLPQ N°GLT

Cohorte Ca colon

a. Hombres 112 43-91 357 430 443
b. Mujeres 89 37-86 268 296 305

201 X 70 625 726 748
Valor de razén a/b 1,26 1,33

Cohorte Ca mama

Hombres 2 55-73 6 6 6
Mujeres 138 29-85 315 353 353
140 X 58,5 321 359 359

Cohorte Ca colon y mama

c. Hombres 114 X710 363 436 449
d. Mujeres 227 X 64 583 649 658

341 X 66 946 1085 1107
Valor de razon d/c 2 1,6

(i) : nimero de GL iniciales; PQ: pieza quirdrgica; T: total; Ca: carcinoma; X:mediana.

Entre 201 pacientes con adenocarcinoma colorrectal, 89 son mujeres
y 112 hombres. Entre 140 pacientes con carcinoma de mama 138 son
mujeres y 2 hombres. En total se analizo linfadenectomias de 227 mujeres
(658 GL) y 114 hombres (449 GL). La relacion de GL mesentéricos

seleccionados inicialmente fue de 1,3348:1 en wuna relacion de

hombre/mujer 1,26 & :1.
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En esta cohorte retrospectiva se detectaron 13 casos de lesiones in
situ (NFIS/NCMIS). Siete casos en pacientes con carcinoma de colon y 6

con carcinoma de mama; 8 en mujeres, 5 en hombres.

4.1.1.2. Caracteristicas de los casos de neoplasia folicular in situ (NFIS) aislada

e incidental

1) Variable de frecuencia

La NFIS fue detectado en el 3.23% (11/341 casos) de los pacientes.
Dos casos entre 85 pacientes en el afio 1998, 4 entre 137 pacientes en el
afio 1999, 5 entre 119 pacientes en el afio 2000. Ver Tabla 4.3.

Tabla 4.3 Frecuencia de NFIS y NCMIS segin el sexo y por afio en
muestra retrospectiva de 341 pacientes
Muestra NFIS NCMIS
M H M(%) H(%) 6)] M H (@)
0 %0

1998 61 24 1(1,6) 1(4,2) 2185 (2,4)
1999 95 42 4 (4,2) - 4/137 (2,9) 1 (1,05) 1(2,38) 1,46
2000 71 48 2(2,8) 3(6,3) 5/119 (4,2)
Prevalencia
1998-2000 3,23% 0,59%

NFIS, neoplasia folicular in situ; NCMIS, neoplasia de células del manto in situ; M, mujer; H, hombre;
(a) anual.

2] Variable edad y sexo

Los casos de NFIS presentan una mediana de 63 afios de edad (rango
53-84 afios). Ver Tabla 4.4.
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Tabla4.4  Caracteristicas de los casos en la cohorte de 341 pacientes (1998-2000):
tipo de lesion precursora por sexo y procedencia; edad.

NFIS NCMIS
Mujeres  Varones Mujeres Varones
Casos (carcinoma colon) 2 4 0 1
Casos (carcinoma mama) 5 0 1 0
Total de casos 11 2
Edad X 59 X745 46 68
Mediana de edad 63

Mediana (X ) edad de mujeres: 58,5
Mediana edad de varones: 74
Mediana edad t. casos: 63

De los 11 casos de NFIS, 7 son detectados en mujeres y 4 en varones
(1,75:1) siendo en la cohorte de 341 pacientes la razon mujer/hombre de
2:1 (Figura 4.1).

Muestra de estudio:
N de pacientes segin sexo

Casos de NFIS segiin sexo

* Hombrez = Mujeres mHombres = Mujeres

Figura 4.1 Correlacién entre casos de NFIS seglin sexo y, el nimero de pacientes segiin sexo en la muestra
de estudio.

Los GL en mujeres también fueron mas numerosos en el cribado
(razén de N° GL 1,61:1 mujer/hombre) y en ellas se detect6 en numeros
absolutos mas GL BCL2+, siendo la relacion observada de GL BCL2+
1,43:1 mujer/hombre. Ver Tabla 4.5.
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Tabla 4.5 Razon hombre/mujer: por N° de casos de NFIS, por N° de ganglios
linfaticos BCL2+ y comparacion con la Muestra.

Total Hombres  Mujeres Razoén
a. Cohorte de Ca de colon (N° 201 112 89 1,268 :1
pacientes)
b. Casos de NFIS 6 4 2 28:1
c. Cohorte de Ca mama (N° 140 2 138
pacientes)
d Casos de NFIS 5 0 5
Cohorte de Ca colon y mama (N° 341 114 227 2%:1
pacientes)
Casos de NFIS 11 4 7 1,75%:1
Porcentaje 3,23 3,51 3,08
Razoén 1,44:1 a/c 1,55:1 c/a
Razon 1,2:1 b/d 2,5:1d/b
N° GL mesentéricos (i) 625 357 268 1,338 :1
N° GL(i) BCL2+ 11 7 4 1,758 :1
N° GL(i) total 946 363 583 1,61%:1
N° GL(i) BCL2+ 17 7 10 1,43%:1

NFIS, neoplasia folicular in situ; GL, ganglio linfético; (i), inicial.

3) Variable segun procedencia de la linfadenectomia

Seis casos de NFIS se detectd entre los 201 pacientes diagnosticados
con carcinoma de colon (razén nimero de pacientes 1,44:1 colon/mama).
Mientras que 5 casos entre 140 pacientes con carcinoma de mama (razén
namero de casos 1,2:1 colon/mama), constituyendo el 45% de los casos,
(Tabla 4.5).

Se detectdé la NFIS en el 1,80% (17/946) de los GL revisados
inicialmente, el 1,76% en GL de colon y el 1,87% en GL de mama. Ver
Figura 4.2 y Tabla 4.6.
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Muestra de estudio: N° de

- . - No de casos NFIS segmin
tes segiin dencia de :
parieries se GLPI oce . procedencia de GL BCL2+

= Carcinoma de colon

= Carcmoma de mama = Carcimoma de colom = Carcinoma de mama

Figura 4.2 Correlacién entre casos de NFIS segun procedencia de GL BCL2+ y el nimero de pacientes
segln procedencia de GL en la muestra de estudio.

Tabla 4.6 Ganglios linfaticos BCL2+ en linfadenectomias por carcinoma
de colon y mama: porcentaje y razén

Procedencia de N° GL N° GL BCL2+ Porcentaje
los GL

N° GL iniciales 946(i) 17 1,80
a.Ca colon 625(i) 11 1,76
b.Ca mama 321(i) 6 1,87
Razén GL a/b 1.95 1,83

N° GL PQ 1085(a) 27 2,49
c.Ca colon 726(a) 15 2,07
d.Ca mama 359(a) 12 3,34
Razon GL c/d 2.02 1.25

GL, ganglio linfatico; Ca, carcinoma; (i), inicial; (a), ampliacion.

4) Caracteristicas histoldgicas e inmunohistoquimicas de los casos de NFIS

En seis casos la NFIS fue encontrado en un sélo GL (6/78) y en 5
casos estuvo presente en un rango de 2-7 GL por linfadenectomia. La
proporcion de GL BCL2+ por linfadenectomia fluctué entre 3,33 al 100%.
Ninguno de los 9 GL adicionales del caso 3 procedente de una

linfadenectomia posterior (8 afios después) fue BCL2+. El tamafio més
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frecuente de GL BCL2+ fue el de 0,6 cm, rango entre 0,3 a 1,4 cm. Ver
tabla 4.7.

Tabla 4.7. Tamafio de ganglios linfaticos. Nimero de FS BCL2+/ Ciclina D1+ por GL y caso.
No cristales con GL BCL2+/ Ciclina D1+ en muestreo inicial

Caso Tamafio FS BCL2+/ FS BCL2+/ No cristales
¢/GL por caso FSciclina D1+ FSciclina D1+ iniciales
(cm) por GLycaso  total porcaso  con GL tincion+

1 0.6 2 2 1de2

2 0.6 4 4 1

3 0.4 2 2 1de2

4 0.5/0.7/0.8/1 1,6,8,16 31 1de2

5 0.4/ 0.6/ 0.6/ 0.7/ 0.8 1,2,2,6,11 22 2de?2

6 0.5/0.5/0.6 11,3 5 1

7 0.3/0.4/0.6/0.8/1/1/1.4 2,3,4,78,10,11 45 1

8 0.8 1 1 1

9 1 2 2 1

10 05/11 1,2 3 2de?2

11 0.7 1 1 1

17* 0.6/0.7/0.9 46,92,105 243 2de2

18 * 1.4 12 12 1

FS: foliculo secundario; (*), casos de NCMIS (tincidn ciclina D1).

La carga de foliculos secundarios (FS) afectados (# de FS BCL2+/#
de FS del GL) por linfadenectomia fluctu6 entre el 9 al 100%. La mediana
de FS BCL2+ por GL fue dos, en los casos donde se detectaron mas de 3
GL BCL2+ hubo hasta mas de 5 FS BCL2+ por GL (caso 4,5,7). Aunque
se detectd el mayor numero absoluto de FS BCL2+ en el conjunto de
pacientes mujeres, la mediana de FS BCL2+ fue mayor en hombres. Todos
los casos BCL2E17+ fueron BCL2+ también.

La distribucion por casos de acuerdo a la graduacion de infiltracidn
propuesto por Cong et al (21) fue: 7 casos con 1A, 1 caso con 1B y 3 casos
con 3B (caso 4,5,7), es decir en el 73% (8/11) de los casos la NFIS no
afecta a mas de 5 centros germinales (CG). Y excepto uno (caso 9), todos
tenian tefiido més del 50% de los linfocitos del CG. Ver Tabla 4.8.
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Tabla 4.8 Cuantificacion histologica e inmunohistoguimica de BCL2 y CCND1
y resultados de “FISH”

Caso Diagnostico % GL (+)/ % FS (+)/ IHQBCL2® “FISH”
GL PQ FS GL(+) BCL2 “BA”/
CCND1 “BA

()

cohorte de 341 pacientes:

1 NFIS 6% 22% 1A NEG
2 NFIS 33% 36% 1A POS
3 NFIS 3% 40% 1A NEG
4 NFIS 7% 50% 3B NEG
5 NFIS 38% 59% 3B NEG
6 NFIS 30% 11% 1A NEG
7 NFIS 100% 88% 3B NEG
8 NFIS 8% 100% 1B NEG
9 NFIS 8% 25% 1A NEG
10 NFIS 11% 18% 1A NEG
11 NFIS 33% 9% 1A POS
17 NCMIS 100% 100% NEG®
18 NCMIS 100% 100% NEG®
consulta de hematopatologia:

19 NCMIS -
12 NFIS >50% 3B POS
13 NFIS <20% 2A NEG
14 NFIS <20% 1A POS
15 NFIS <20% 2A POS
16 NFIS 20-50% 2 POS
20 NFIS 100% 55% 1B POS
21 NFIS 20-50% 3 NEG
22 NFIS <20% 2A NEG
23 NFIS <20% 3A NEG
24 NFIS >50% 3B AMPLIF
25 NFIS <20% 3A POS
26 NFIS 100% 13% 3A POS
27 NFIS 100% 59% 3B POS
28 NFIS >50% 3B POS
29 NFIS 20-50% 3 POS
30 NFIS >50% 3B POS

“FISH”, “fluorescent in-situ hybridization”; GL, ganglio linfatico; PQ, pieza quirdrgica; FS, foliculo
secundario; IHQ, inmunohistoquimica; “BA”, “break apart”; NFIS, neoplasia folicular in situ;
NCMIS, neoplasia de células del manto in situ; NEG, negativo; POS, positivo; AMPLIF, amplificado
sin translocacion; (a), infiltracion de FS acorde a propuesta de Cong et al (21); (b), sonda empleada
para caso 17 y 18.
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Figura 4.3 NFIS aislada e incidental (éaso 2). En un ganglio linfatico con una arquitectura preservada y

centros germinales reactivos son observados foliculos secundarios demostrando co-expresion de BCL2+
y CD10+ intenso. Se observa translocacion BCL2 mediante “FISH”, sonda “break apart” (“BA”).

Figura 4.4 NFIS aislada e incidental (caso 3). En un ganglio linfatico es observado co-expresion de
BCL2+, CD10+ intenso en 2 centros germinales.
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Figura 4.5 NFIS aislada e incidental (caso 10). En 2 ganglios linfaticos con centros germinales reactivos
se observan tres foliculos demostrando expresion de BCL2+ y CD10 intenso.

5) Sequimiento de los casos de NFIS:

Todos los pacientes fueron seguidos con protocolos convencionales
acorde a la clinica, con bioquimica hematol6gica, TAC, TAC craneal, TAC
de columna lumbo-sacra, ecografia abdominal, mamografia anual de
cribado, radiografia de torax, citologia vaginal, marcadores tumorales
como CEA, CA 15,30, PSA.

A ninguno se le diagnostico linfoma folicular (LF) en una mediana
de seguimiento de 159 meses (rango 7-187 meses).

4.1.1.3. Caracteristicas de los casos de neoplasia de células del manto in situ
(NCMIS) aislada e incidental

1) Variable de frecuencia
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Dos casos (17 y 18) de NCMIS fueron identificados en la cohorte de
341 pacientes (0.59%). Los 2 en el afio 1999 (2/137). Ver Tabla 4.3.

2) Variable edad y sexo

Un caso de NCMIS se detectd en un vardn de 68 afios de edad vy el

otro en una mujer de 46 afios de edad.

3) Variable segtin procedencia de la linfadenectomia

Un caso fue diagnosticado en linfadenectomia de paciente con

carcinoma de colon y el otro caso en una paciente con carcinoma de mama.

4) Caracteristicas histolégicas e inmunohistoquimico de los casos de NCMIS

Fue diagnosticada la NCMIS en el 0,42% (4/959) de los GL
analizados, 946 GL iniciales mas 13 de una linfadenectomia previa. La
presencia de células CCDN1+ se observé en el 4&rea mas interna de la zona
del manto y en todos los GL analizados (Tabla 4.8). Interesantemente
todos los FS identificados en cada GL presentaban la lesidn, en contraste
con los casos de NFIS. El tamafio de los GL CCDN1+ estuvo entre 0,6 y

1,4 cm.

Ninguno de los 13 GL adicionales del caso 17 procedente de una

linfadenectomia previa (2 afios antes) fue CCDN1+.
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Figura 4.6 Neoplasia de células del manto in situ aislada e incidental (caso18). Las células ciclina D1
positivas se observan en una localizacién restringida a la capa mas interna de la zona de manto de los
foliculos del ganglio linfatico.

5) Seguimiento de los casos de NCMIS

Ninguno de los dos casos demostré linfoma de células del manto
(LCM) en el tiempo de seguimiento (16 y 192 meses). Un paciente murio
a consecuencia de su adenocarcinoma de recto estadio IV y la paciente con

carcinoma de mama continuaba viva durante el tiempo de seguimiento.

Asi, en esta serie las NCMIS incidentales son mas infrecuente que
las NFIS incidentales, pero los hallazgos tienen una significancia clinica
similar, ninguno evolucion6 a linfoma en pacientes sin sospecha clinica

de proceso linfoproliferativo.

4.1.1.4. Neoplasias no linfoides previas o posteriores en los casos de NFIS y
NCMIS aislada e incidental

Entre los 13 casos (NFIS y NCMIS), cinco pacientes no presentaron
neoplasia no linfoide previa o posterior al diagnéstico de carcinoma del
cual proceden los GL analizados en este estudio. Los restantes pacientes

presentaron a posteriori: carcinoma de células basales y adenocarcinoma
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endometrioide (caso 10), adenocarcinoma prostatico (caso 1 y 6) y
adenocarcinoma rectal (caso 2). Un paciente con adenocarcinoma de mama
desarroll6 metastasis en la mama contralateral a los 6 afios y en piel a los
7 afios (caso 9), una segunda paciente con carcinoma de mama desarrollo
metéstasis en la piel en menos de un afio (caso 11). Y también hubo
pacientes con diagnostico previo de otras neoplasias: carcinoma de

células basales (caso 6), adenocarcinoma de recto (caso 11).

En el caso 17 (NCMIS) el adenocarcinoma colorrectal es una

recidiva del adenocarcinoma de recto diagnosticado 22 meses antes.

4.1.1.5. Resultados de “FISH”

En la cohorte de 341 pacientes procedente del cribaje retrospectivo
el anélisis “FISH” demostro6 positividad para la translocacion BCL2 en dos
de los 11 casos (caso 2,11). Ninguna de las dos muestras con NCMIS fue

positiva para la translocacion de CCDN1 (ver Tabla 4.8).

4.1.2. Casos de NFIS aislada e incidental procedentes de la consulta

A cinco casos adicionales de NFIS aislada se les realizo
seguimiento, fueron publicados en el 2010 en conjunto a casos asociados
con linfomas (16). Estas 5 NFIS fueron identificadas (casos 12-16) en
pacientes estudiados por “GIST” gastrico, enfermedad gastrointestinal
inflamatoria, carcinoma de mama, carcinoma glético y carcinoma
colorrectal, en 3 hombres y 2 mujeres con mediana de edad de 68
(promedio 66, rango entre 46-85 afios). Un paciente fallecio a los 9 meses
de diagnostico del carcinoma de glotis. Las caracteristicas se observan en
Tabla 4.1.

Tres casos fueron detectados en GL infradiafragmaticos y 2 casos
en GL axilares. ElI 60% (3/5) de los casos son graduacion 2 (6 -10 CG

BCL2+) de Cong (21). Los exdmenes de laboratorio e imagen fueron
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revisados segun disponibilidad, los casos 12,14,15,16 fueron “FISH”
BCL2+ (Tabla 4.8).

4.2. Casos con NFIS/NCMIS en pacientes con sospecha clinica de

proceso linfoproliferativo

En la serie de casos procedentes de la consulta de hematopatologia
se identificd 1 caso (19) de NCMIS y 11 casos de NFIS (casos 20-30)
encontrados en GL o muestras de bazo procedentes de pacientes con
sospecha clinica de proceso linfoproliferativo. La mediana del tiempo de

seguimiento fue de 15 meses (rango 2-125 meses). Ver Tabla 4.1

Entre estos 12 casos de lesiones precursoras NFIS/ NCMIS, diez no
tienen procesos linfoproliferativos previos y dentro de ese grupo el 58,3%
(7/12) fue un hallazgo sincronico al diagnéstico de un proceso
linfoproliferativo manifiesto. EIl proceso linfoproliferativo mas frecuente
con el que se detect6 la NFIS/o NCMIS, de modo previo, sincrénico o
subsecuente fue el LF (6/12).

4.2.1. Casos con NFIS no aislada

Los 11 casos de NFIS se trata de 7 mujeres y 4 hombres con una
mediana de edad de 54 afios (rango 40-77 afios). La mediana del tiempo de
seguimiento fue de 18 meses (rango 2-125 meses). Ocho de estos casos

han sido previamente publicados (16).

Tabla 4.9 Caracteristicas de casos de NFIS/NCMIS no aislada
en la consulta de hematopatologia: por sexo y edad.
NFIS NCMIS
Mujeres Hombres | Mujeres Hombres
4 1 1 0
3 3 0 0
Total de casos 11 1
Edad X 51 X 69,5 76 0
X de edad 54

Mediana (X ) de edad de mujeres: 52,5.
Mediana de edad total de casos: 57.
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El 55% (6/11) de este grupo presentd LF (5 casos) o linfoma B
difuso de celula grande (LBDCG, 1 caso). S6lo un paciente (caso 20) tenia
un diagnostico previo de LF (24 meses antes de la NFIS). Dos casos fueron
asociados con LF concurrente (caso 21 y 22) en un GL diferente. En uno
(caso 23) se diagnosticé LF a los dos meses después del diagnostico de
NFIS y en otro a los 15 meses (caso 24), ambos en localizaciones
ganglionares diferentes. Un paciente desarroll6 LBDCG 3 meses despueés
del diagnostico de NFIS (caso 25).

El 64% (7/11) demostro6 otros tipos diferentes de linfomas no LF no
LBDCG, tipo linfoma Hodgkin (caso 28, y el 20 y 23 que presentaron LF
también); linfoma de la zona marginal ganglionar (caso 26); linfoma
linfocitico de células pequefias ganglionar concurrente a la NFIS y con
leucemia linfocitica cronica diagnosticada 69 meses antes (caso 27);
mieloma mdaltiple (MM) y linfoma de la zona marginal esplénica (LZME).
La asociacién unica con linfomas B de tipo LF/LBDCG fue en 4 casos (c:
21,22,24,25).

El MM (caso 20) fue diagnosticado en un paciente con LF previo,
que a los 2 afios presenta NFIS de modo sincrono a LH clasico y después
de 3 meses LF secundario, con el diagn6stico de desdérdenes
linfoproliferativos  concurrentes multiples (“multiple concurrent

lymphoproliferative disorders, MCLD”) a los 48 meses.

De las NFIS asociadas a LZME (caso 29 y 30), ninguna presenté
mutacion del gen EZH2 y so6lo una presentd alteraciones de pérdida en
cromosoma 1,10 y 16 y ganancia en cromosoma 1 y 11 con analisis de

HGC en un estudio conjunto realizado con Alemania (69).

El 55% (6/11) de las NFIS fue un hallazgo sincrénico (casos
21,22,26,28-30) al diagndstico de un proceso linfoproliferativo manifiesto

sin presentacion previa de cualquier proceso linfoproliferativo.
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En los 3 casos no publicados de NFIS (c: 20,26-27), la graduacion
acorde a Cong fue 1B, 3A y 3B con una carga folicular del 13 al 59%. En
tal caso el 82% (9/11) de las NFIS asociadas con linfoma en esta serie son
graduacion 3 (>10 FS BCL2+) incluido el caso 24 que desarrollé LF (3B)
(16). “FISH” fue positivo en los casos 20,26-27, asi como en los casos
25,28-30 previamente publicados (16,69).

Figura 4.7 Neoplasia folicular in situ y linfoma de Hodgkin clasico concurrente (caso 20). BCL2 intenso
en CG y células de Reed Sternberg CD15+ y CD30+.

Figura 4.8 Neoplasia folicular in situ y leucemia linfocitica crénica/linfoma linfocitico de células

pequefias ganglionar concurrente (caso 27). Se observa BCL2 intenso en centros germinales. Las células
neoplasicas del linfoma expresan CD20, CD5 y CD23.
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Flgura 4.9 Neopla5|a follcular in situ y Imfoma de Ia zona marglnal gangllonar concurrente (caso 26):
BCL2+ y CD10 intenso en centro germinal del ganglio linfatico con baja expresion de Ki67 y
translocacion BCL2 visible mediante “FISH”. La hematoxilina demuestra una poblacion de células B
monocitoides extrafoliculares y células B con restriccion de cadena Kappa.

4.2.2. Casos con NCMIS no aislada

La NCMIS (caso 19) fue un hallazgo en un GL laterocervical,
sincrénico al diagnostico de LF en una mujer de 76 afios de edad con
carcinoma de células escamoso previo en la mejilla derecha. Todos los
foliculos fueron ademas positivos para ciclina D1. El paciente estuvo en

remision completa después de un seguimiento de 9 meses. Ver Figura 4.10.
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Figura 4.10 NCMIS y linfoma folicular concurrente (caso 19). Se observa sobreexpresion de CD10 y
BCL2 en los centros germinales y compartimiento extrafolicular. Con células positivas para ciclina D1 y
lambda, en una localizacion restringida a la zona interna del manto del foliculo secundario.
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5. DISCUSION

5.1. Incidencia de NFIS y NCMIS “incidental” en un cribado

sistematico y retrospectivo de piezas de linfadenectomia

Los casos de neoplasia folicular in situ (NFIS) y neoplasia de
células del manto in situ (NCMIS) aislada, del cribado retrospectivo
(1998-2000), tienen una mediana de edad similar que los pacientes de
linfoma folicular (LF) y linfoma de células del manto (LCM)

respectivamente.

Sin embargo y a pesar de la posible subestimacion, la incidencia
obtenida de la NFIS durante el periodo de estudio es mayor
(aproximadamente 3caso/100 personas/afio) que la del LF manifiesto (2,6/
100mil personas/afio) (2), el segundo méas comuin (30%) entre los linfoma
no Hodgkin (120, 143). Y la NFIS es menos frecuente en relacién a la
deteccion de células B BCL2+ en sangre periférica (66-80%) (110- 112) o
en ganglios linfaticos (14%) mediante “RT-PCR” (108) en pacientes con

enfermedades no malignas.

La NCMIS es tan poco frecuente que solo se detectd en el 0,59% de
la muestra, en uno de los 3 afios. La incidencia estimativa de < 0.2 casos
/100 personas/afio se correlaciona con el bajo porcentaje de células B
t(11;14)+ circulantes en individuos sanos, descrito entre el 1% al 7%
(126,127) y el menor numero de casos de LCM, 3 al 10% aprox. entre los

linfomas no-Hodgkin (1).
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Es concebible que la NFIS quizas represente la manifestacion tisular
de las células B BCL2+ encontradas en la sangre periférica (119) por la
observacion de ambos componentes [cél. B t(14;18) circulante y NFIS en
ganglios linfaticos] con celulas clonalmente idénticas (119) en un mismo
paciente, mediante estudio de monoclonalidad de IgH, deteccion de la

translocacion por “FISH” y secuenciacion de la fusion detectada.

Actualmente se esta considerando que las células de la NFIS son
células B memoria post centro germinal (CG) expresando baja afinidad de
IgM y con acumulacion de alta hipermutacion somatica (103) sin los

suficientes eventos genéticos para desarrollar un linfoma (69, 77).

Se observa una frecuencia de forma piramidal, donde las células B
t(14;18) circulante son la base y el LF manifiesto seria el vertice, la
complejidad oncogénica aumenta hacia el vértice comprometiendo la
evolucion de células B t(14;18) a linfoma, pero la mayoria de las células
B t(14;18) no adquieren tal complejidad. De ahi que la frecuencia del LF
sea mucho menor que la frecuencia detectada de células B t(14;18) en

personas sanas. Ver Figura 5.1.

Complejidad oncogénica
Frecuencia

Cél B t(14;18)

Figura 5.1 Incidencia de células B t(14;18), NFIS, LF
versus complejidad oncogénica
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Los resultados de frecuencia de la NFIS y de la NCMIS de este
estudio no pueden ser extrapolados a la poblacion en general. Aunque al
seleccionar los pacientes el objetivo era representar una poblacion “sana”
(sin linfoma) la muestra tiene un rango de edad entre 29-91 afios (mediana
de 66 afios) acorde con la edad de distribucion del carcinoma de colon,
carcinoma de mama, LF y LCM. Es posible que la frecuencia de NFIS o

NCMIS sea aln menor en nifios y adultos mas jovenes.

Las edades menores de presentaciéon (53,56,58,59,63,63 afios) de
NFIS en la muestra de 341 pacientes, corresponden al género femenino (6
de 7) bien proceda la linfadenectomia de piezas quirurgicas por cancer de
mama o de colon, mientras que las edades mas tardias (71,74,75,76 afios)
en las que se detectd NFIS corresponden a los varones. En un estudio en
linfadenectomias consecutivas de 3 meses, los 3 casos detectados de NFIS
fueron hombres de 42, 69 y 71 afios de edad siendo el rango de edad de
esa cohorte de 18-91 afios (14).

La edad de los casos procedentes del cribado retrospectivo (42 y 68
afilos en NCMIS, mediana de 63 afios en NFIS, ) y de los procedentes de la
consulta de Hematopatologia, sea NFIS en el contexto de sospecha o no
de proceso linfoproliferativo (54 y 68 afios respectivamente) o del Unico
caso de NCMIS no aislada (76 afios) estd en concordancia con la mayor
frecuencia de la t(14;18) (109) y t(11;14) (126) a esas edades.

En ninguno de esos grupos la edad de un paciente con NFIS o
NCMIS fue menor a 40 afios. En las diferentes descripciones de NFIS o
NCMIS aislada o en serie son pocos los casos con menos de 40 afios de
edad (2, 13, 58). Pareciera que al igual que la deteccion de la t(14;18) y
t(11;14) aumenta con la edad (109) también la posibilidad de hallazgo de
NFIS o NCMIS.

A diferencia de dos estudios previos en 1292 ganglios linfaticos
(GL) (19) y otro en 100 GL con hiperplasia folicular reactiva (15) donde

ningun caso de NCMIS fue encontrado, en este estudio se ha identificado
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dos casos en la muestra de 341 pacientes, ambos del afio 1999. Segun la
literatura revisada, este seria el primer estudio que identifica casos de
NCMIS en un cribado sistematico de linfadenectomias. En ambos casos
todos los foliculos tenian células CCND1+ en la zona del manto, aunque
fueran escasas; en una serie de 17 casos (15) no todos los foliculos

contenian estas células.

De todos modos, el numero de casos de NFIS incluso de NCMIS
puede ser mayor al encontrado en la cohorte de 341 pacientes debido al
muestreo limitado de la poblacion general, porque las muestras procedian

de un evento quirurgico oncoldgico.

5.2. Riesgo de progresion a LF y LCM manifiesto en la Muestra

retrospectiva

En la muestra retrospectiva ningun paciente de los 11 identificados
con NFIS presentd linfoma en el tiempo de seguimiento, de 7 a 187 meses.
Similar nulo riesgo de progresion en los dos pacientes con NCMIS en un

tiempo de seguimiento de 16-192 meses.

Otros estudios han informado no obstante tasas variables de
transformacion de NFIS a linfoma folicular establecido entre el 4% (2) y
el 6% (13). Estos datos sugieren que existe un riesgo muy bajo de
progresién de la NFIS a linfoma B folicular. Sin embargo, debido a la
demostracién formal de que la NFIS precede al LF establecido (13, 81),
su hallazgo requiere un examen clinico exhaustivo y un manejo clinico

conservador con seguimiento a corto-medio plazo (15, 143, 144).
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Tabla 5.1 Series de neoplasia folicular in situ (NFIS): casos aislados e incidentales y
casos asociados a linfoma folicular y otros linfomas

Blood 2011 Haematologica “American Total %
(2) 2013 (13) Journal 2015
(145)

Numero de casos 34 31 16 81
NFIS
LF previo o sincrono 6/34 (18%) 7/31 (23%) 4/16 (25%) 17/81 21
LF subsecuente 1/28 0/24 1/12 2164 3
Neo linfoide no LF 5/34 (15%) 12/31(39%) 8/16(50%) 25 31
previa, concurrente o
subsecuente
Sin evidencia de neo 20/34 63%  14/31(45%) 5/16(31%) 39/81 48

linfoide previa,

concurrente o

subsecuente
Para la casilla linfoma folicular subsecuente, se han considerado los pacientes que no tuvieron LF previo
o sincrono al hallazgo de NFIS y desarrollaron LF durante el periodo de seguimiento. (*), actualizacion
de la serie publicada por Montes-Moreno, et al (2010) (16).

En relacion con el riesgo de transformacion de la NCMIS, en la serie
publicada por Carvajal (15) uno de los 10 casos con NCMIS aislada

progresdé a LCM, a los 4 afios de seguimiento (87).

¢, Qué condiciona que la NFIS tengo un bajo riesgo de progresion a
linfoma?. La NFIS carece de alteraciones genéticas secundarias si
presentes en el LF manifiesto y que son esenciales para el progreso en la
ruta oncogénica (69,77). En la serie de Schmidt et al (69) se evidencio
que a pesar de presentar las NFIS (2/9 casos) mutacidén somatica comdn al
LF en el gen EZH2 Tyr641 (que bloquea la diferenciacion de las células
B, induce la hiperplasia del CG y acelera la linfomagénesis en cooperacidon
con BCL2) y otras alteraciones oncogénicas: no son suficientes para la

progresion.

Las lesiones de las NFIS tienen un ratio de alteraciones en el niimero
de copias significativamente inferior que los casos de infiltracion parcial

por linfoma folicular (LFP) y los casos de LF establecido. La NFIS y el

71



LFP tienen bajo nivel de metilacion de ADN de genes recurrentemente
metilados de novo en los linfomas, como en el LF (69).

Hallazgos equivalentes se han publicado por Mamessier et al (77)
donde, a pesar que la técnica de hibridacion genémica comparada (HGC)
también reveld una gran complejidad genética en la NFIS, unos pocos de
esos genes alterados son actores principales para la evolucion a linfoma y

carece de los que enfilan a células B t(14;18) en la ruta de malignizacion

(Figura 1.7).

En el LFP, a pesar que la distorsién arquitectural esta presente y el
diagndstico de linfoma es més evidente histolégicamente, los estudios de
alteraciones en el numero de copias evidencian que se trata de una lesion
con complejidad genética intermedia entre la NFIS y el LF manifiesto (69,
77) .

Usualmente al diagndstico de LFP los pacientes presentan estadio
clinico limitado (146) con bajo grado de progresién a LF establecido y
frecuentemente con intervalo libre de enfermedad muy prolongado con
terapia limitada(2). Una pequefia serie de LFP (asintomaticos y con baja
masa tumoral) tratados con rituximab o radioterapia, ninguno progreso a

LFm después de 7 afios de seguimiento (2).

Es decir que tanto por caracteristicas genéticas y no solo funcionales
que se han evidenciado, la NFIS es una entidad con bajo riesgo de
progresion a LF incluso menor que el descrito en casos de LFP, del 5% vy
53% respectivamente (2, 77), lo cual tiene importancia en la practica

clinica.
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5.3. Asociacion de NFIS y NCMIS con linfomas

5.3.1. NFIS y linfomas asociados

La asociacion de NFIS con otros procesos linfoproliferativos
distintos del LF, considerando las tres series con un namero significativo
de casos procedentes de consultas, supone en torno al 30% (2, 13, 145)
(Tabla 5.1). Sin embargo, la experiencia cotidiana en el diagndéstico de
linfomas, utilizando paneles de inmunohistoquimica que incluyan BCL2,
sugiere que esta asociacion tiene una prevalencia mucho menor en
cohortes no seleccionadas de casos diagnosticados de proceso

linfoproliferativo.

Después del LF, pareciera el linfoma B difuso de célula grande,
LBDCG (6 casos) ser el linfoma més frecuente asociado a NFIS en las 3
series y considerando casos aislados, seguido del linfoma de Hodgkin
(LH). Asociacion que no va en relacién a que la translocacion t(14;18)
fuese mas frecuente en esos linfomas, méas bien en el LBDCG se detecta
enun 20a30% (1,39)yenelLHenun15% (73). Ocasionalmente se ha
demostrado la asociacién de NFIS con linfomas de fenotipo T (13).

En la serie procedente de la consulta de hematopatologia se observod
la asociacion de LF y LH en un mismo paciente de modo sincronico o
subsecuente, como ha sucedido en el caso 20, donde inicialmente se
diagnosticd un LF y 24 meses después LH sincrénico con NFIS. En el caso
23, 2 meses después de la deteccion de la NFIS se diagnostic6 LF de modo

sincrénico con LH.

El principal tipo de linfoma no Hodgkin asociado o coexistente con
el LH es el LF. La presencia de la translocacion t(14;18) en los LH ha sido
demostrada en casos con (71, 73) o sin historia previa de LF (71). En el
caso 28, sin antecedentes previos ni concurrentes de LF, se diagnostico
LH de modo sincrénico con NFIS (Tabla 4.1).
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Se ha publicado un estudio de secuenciacion de genes en un caso de
LF con LH subsecuente en un mismo paciente, donde se observo el mismo
reordenamiento monoclonal del gen de la inmunoglobulina (Ig) en ambos
linfomas (147).

Aungque la region variable de los genes de la IgH de las células de
Reed-Sternberg y del LF fueron mutadas diferentemente, ambos
compartian seis mutaciones somaticas (147). Analogas observaciones en
otros estudios (148, 149), que permite considerar que las células
neoplasicas del LF y del LH podrian derivar de un precursor comdn de
células B, lo cual podria ser cierto también para los casos 20,23 y para
otros similares. Asi la relacion clonal entre distintos linfomas asociados

pareciera ser comun antes que excepcion (149).

En cuanto al linfoma de la zona marginal ganglionar, LZMG (caso
26) y la leucemia linfocitica cronica/linfoma linfocitico de células
pequefias, LLC/LLCP (caso 27) también han sido publicados como
linfomas asociados a NFIS por otros autores (2,13), no asi el mieloma
multiple (MM) y el linfoma de la zona marginal esplénico (LZME) (16).

La serie de NFIS no aislada procedente de la consulta de
hematopatologia podrian también contribuir a la hipotesis de que algunos
tipos de linfomas pueden tener un origen comun en células B del CG (63).
Pero que las lesiones moleculares secundarias que adquieran las llevara
por diferentes rutas de evolucion neopléasica con la consiguiente diferencia
en su presentacion fenotipica y clinica (71, 150), lo cual explica también
la similitud de varias secuencias entre diferentes tipos de linfomas en un

mismo paciente (71, 73, 74, 149) o en relacion a la NFIS (55, 59).

En tal caso la secuenciacion de los 11 casos de NFIS asociados a
linfomas y su comparacion entre linfomas de un mismo paciente y linfoma

versus NFIS podria ser objeto de otro estudio.

Existe la propuesta que la NFIS esté presente o sea mas frecuente
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en pacientes que ademas de la translocacion BC/2/IgH han tenido procesos
que han requerido mayor trafico de células linfociticas a través del CG de

los foliculos.

Ese trafico mdas frecuente, expone a mayor numero de errores o
mutaciones a las células linfoides, por el mecanismo de mutacién somaética
mediado por AID (103). Adicionalmente, la estimulacién crdnica a través
de bajas dosis de antigenos bien podria ser causante de un sutil
mantenimiento y o expansion de las células BCL2+ a través del tiempo y

a lo largo del envejecimiento del organismo (115).

La NFIS podria ser entonces en sus portadores un signo de una
mayor exposicion de los GL a factores desequilibrantes celulares (incluido
los oncogeénicos) que el resto de la poblacidén con células B BCL2+, sin
que ser portador signifique tendencia incrementada a linfomas para lo cual
se requeriria eventos oncogénicos mayores (en potencia/ y/o numero),
epigendémicos y del microambiente que logren inclinar la balanza hacia el
lado tumoral (69, 120).

5.3.2. NCMIS y linfomas asociados

El Unico caso (19) de NCMIS en consulta de hematopatologia fue en
un GL laterocervical, como hallazgo sincrénico al diagnostico de LF en

un paciente con antecedente de carcinoma de células escamosas.

En los casos de NCMIS con seguimiento disponible la mayoria de
los pacientes no fueron tratados por los procesos linfoides concurrentes y
hasta 2 afios después del diagndstico continuaban vivos (151). Otros han
muerto por causas no relacionadas a enfermedad linfoproliferativa (15, 53,
74). La paciente con NCMIS asociado a LF inici¢ tratamiento con RCHOP,
estaba viva y con respuesta completa al tratamiento hasta los 9 meses de

seguimiento.
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Hay estudios que por su naturaleza revelan posibles causas
moleculares del hallazgo sincrono o subsecuente de LF con NCMIS. Por
ejemplo, Lecluse identifico en los mismos sujetos sanos las traslocaciones
t(14;18) y la t(11;14) (126), lo cual explicaria el caso 19 y similares de
otras publicaciones donde la NCMIS estd asociado a LF con incluso el
componente in situ del LF en la misma muestra (53); o NCMIS asociada a
NFIS (13), o LF asociado a LCM (75, 151) y con el componente in situ de
ambos (56) relacionados clonalmente (74). También se ha detectado

pacientes con LCM vy translocacion t(14;18).

De todos modos, en caso de certeza de NFIS o NCMIS y no evidencia
de linfoma manifiesto, aunque su riesgo de progresiéna LF o LCM es muy
bajo, tanto si es un solo foco como multiples, recomiendan varios autores
un manejo conservador con seguimiento rutinario por un periodo limitado
de tiempo (15, 143, 144). La instauracion de tratamiento se reserva para

cuando hay linfoma sincrono manifiesto.
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6. CONCLUSIONES

El contexto clinico determina la relevancia del hallazgo de la

neoplasia folicular in situ y de la neoplasia de células del manto in situ.

Se encontr6é que la neoplasia folicular in situ aislada e incidental
representa ~3% en un muestreo de ganglios linfaticos en 341 pacientes
durante un periodo de 3 afios. La neoplasia de células de manto in situ
(NCMIS) aislada e incidental es ain menos frecuente con una prevalencia
de 0,59% durante el mismo periodo de tiempo. El diagnostico de NFIS y
NCMIS ha sido un hallazgo casual ya que los ganglios linfaticos han sido

biopsiados por procesos reactivos o por otras patologias.

El riesgo de transformacién de NFIS y NCMIS a linfoma folicular y
linfoma de células del manto respectivamente fue nulo en la muestra
retrospectiva de 341 pacientes, sin historial de linfoma previo o
concurrente. Por lo cual no seria recomendable hacer una busqueda
intencionada mediante inmunohistoquimica de estas lesiones precursoras
en piezas de linfadenectomia obtenidas en pacientes sin sospecha clinica

de proceso linfoproliferativo.

Sin embargo, en los pacientes donde la neoplasia folicular in situ o
neoplasia de celulas de manto in situ se diagnostican en el contexto de una
sospecha clinica de proceso linfoproliferativo este hallazgo es mas
frecuente de lo esperado, sugiere un trastorno de base que facilita la
emergencia de poblaciones clonales en celulas B y debe Ilevar a un estudio

clinico riguroso.
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