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1.1.- CONCEPTO,EVOLUCION HISTORICA,CLASIFICACION Y SIS-

TEMAS DE ESTADIAJE DE LOS LINFOMAS NO HODGKINIANOS.

Los linfomas constituyen,en general,un
grupo de tumores que se originan primariamente en
el tejido linfético y su caréicter maligno se demuestra
por la capacidad de invédif todos los sistemas organi-
cos,motivo por el cual,se adjetivizan como linfomas
malignos.Uno de 1los avances mAs importantes en los
Gltimos 20 afios,ha sido el separar por un lado el
linfogranuloma de Hodgkin y por otro 1los linfomas
‘'no hodgkinianos."

Los linfomas no hodgkinianos representan
un grupo heterogéneo de neoplasias que se originan
a partir de células de estirpe 1linfatica y cuyo
estudio anatomopatoldégico no revela 1la existencia
de células gigantes de Reed-Sternberg ni su contexfo
histoldégico granulomatoso (108).

Las células de estirpe linfatica constituyen
la base celular del sistema inmuné y dada su amplia
distribucién y heterogeneidad funcional,los linfomas
no hodgkinianos pueden originarse tanto en los ganglios
linfaticos como en diversos O6rganos,que presentan
habitualmente células de origen linfatico.

Segln el tipo celular que origina el tumor y su
forma de crecimiento en 1los ganglios 1linfaticos

se pueden distinguir diversos tipos anatomopatolédgicos



de 1linfomas no hodgkinianos,condicionando un amplio
espectro de manifestaciones clinicas,desde una evolu-
cién extremadamente 1lenta a otros casos de répida
progresién fatal.

El concepto actual de neoplasia 1linfoide
tiene su comienzo en 1832,cuando Thomas Hodgkin
(55) describe wuna enfermedad tumoral propia de los
ganglios linfAticos.Durante esa época,la histopatologia
era casi desconocida,pero fué Roulet (116) en 1930
quién logré clasificar,por primera vez,los linfomas
"malignos en linfosarcoma,enfermedad de Hodgkin 7y
sarcoma de células reticulares.

En 1942,Gall y Mallory (36),reconociendo
la escasa correlacién entre hallazgos clinicos e
histolégicos,proponen una clasificacién puramente
histolbégica,en 1la que el 1linfosarcoma es dividido
"en linfomas,linfocitico y 1linfobléastico,y el sarcoma
de células reticulares en linfomas,de célula primitiva
Yy clasmatocitico.Ademéas,reconocen como entidad propia
al 1linfoma folicular.Posteriormente,surgen dos nuevos
conceptos para clasificar los linfomas no hodgkinianos.
Por un lado,Lennert (78) considera al linfoma folicular
como una entidad citoldgicamente definida de neopla-~
sias linfocitarias y reticulares y distingue dos
grados de malignidad entre los linfomas.Por otro,Rappa-

port (104) seflala que todos 1los tipos citolbgicos



de 1linfomas pueden ser nodulares y difusos.Asi,surge
la clasificacién de Rappaport (cuadro 1I),que se
basa fundamentalmente en criterios citoldgicos vy
distinghe linfomas 1linfociticos bien y escasamente
diferenciados,mixtos (linfocitico-histiocitico),histio-
citicos e indiferénciadoé,los cuales pueden ser,a
su vez,nodulares o difusos.Esta clasificacidén que
ha sido y es ampliamente wutilizada tiene una buena
reproductibilidad y correlacibén clinico-patolbgica.

Sin embargo,también ha sido criticada por contener

" términos,considerados = ‘actualmente  incorrectos;como-

los de linfoma nodular e histiocitico.

Numerosos investigadores (1,64,85,123)
han reconocido nuevos tipos de neoplasias linfoides
aplicando métodos inmunolégicos,lo que ha permitido
a Lukes y Collins (84) y Lennert y cols (79) desarro-
llar clasificaciones basadas en la existencia de
sistemas celulares By T y transformacién linfocitaria.
La clasificacién de Lukes y Collins se apoya en
la identificacién morfolégica e 1inmunolégica de
las células 1linfoides y en ella se introducen los
términos de células centrofoliculares hendidas vy
no hendidas.Mediante esta clasificaciébn, Lukes y
cols (83) en un estudio de 425 linfomas no hodgkinianos
encuentran un 74,8% de origen B, 19,5% de origen

T, 4,5% indiferenciados y 0,2% histiociticos,lo
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que junto a otros estudios (127,145) pone de manifiesto
que la mayoria de 1los 1linfomas no hodgkinianos son
de origen B.

En 1974,el Club Europeo de linfomas discute
en Kiel 1la clasificacién propuesta por Lennert vy
cols (79) basada en aspectds citolbégicos e inmunoldgi-
cos (cuadro II).En ella,las caracteristicas estructura-
les como formacién de foliculos y tendencia a 1la
fibrosis son aspectos secundarios y se distingue

los 1linfomas de bajo grado de malignidad,compuestos

"de células pequefias y ocasionalmente grandes,y los -

linfomas de alto grado de malignidad,constituidos
por una poblacidn principalmente de grandes células
blésticas.

Casi al mismo tiempo aparecen las clasifica-
ciones de Dorfman (26) y de Bennet y cols (5) en
las que 1la mayoria de 1los términos histogenéticos
desacreditados son reemplazados por otros que indican
el tamafio de las células 1linfoides,convirtiéndose
éste,en el criterio principal para clasificar 1los
linfomas.

En 1976,Mathé y cols (87) publican 1la
clasificacién de 1la Organizacidén Mundial de la Salud
(WHO) que reintroduce términos previamente abandonados
y separa los tumores de la leucemia linfocitica
crbnica y otros sindromes 1linfoproliferativos,por

lo que se considera una clasificacién poco apropiada.
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Los linfomas de bajo grado de malignidad
constituyen un grupo heterogéneo cuando se comparan
con la wuniformidad de los de alto grado de malignidad
y como consecuencia de que el grado de malignidad
es mayor a medida que aumenta el nUmero de blastos
linfoides se propuso establecer un grado intermedio
de malignidad.Por otro lado,al existir mas similitudes
que diferencias entre 1las distintas clasificaciones
de wuso habitual,Nathwani (92) sugiridé la posibilidad

de formular una clasificacidén unificada.Este intento

" se’ ha llevado a cabo por el " National Cancer Institu--

te ",que merced a un grupo de expertos,ha elaborado
la clasificacién de 1la Formulacidén Internacional
de Trabajo (94).Esta clasificacién (cuadro 1III)
incorpora conceptos y términos de 1las principales
clasificaciones propuestas.Es ademés, el resultado
de un estudio de 1175 linfomas no hodgkinianos basado
en correlaciones clinicas,especialmente curvas de
supervivencia,edad, sexo, lugares de presentacibn
Yy estadio de enfermedad,prescindiendo de métodos
inmunolégicos.Los términos de bajo,intermedio y
alto grado se emplean para definir tres grupos de
malignidad segin sea 1la supervivencia,relativamente
favorable,intermedia y desfavorable,respectivamente.
Para formar cada wuno de los grupos se han utilizado

criterios morfolbégicos,como tamafio de 1las células
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linfoides y morfologia nuclear,existencia o no de
figuras de mitosis,patrén cromatinico y caracteristicas
nucleolares.Ademds de utilizar el término de folicular
en vez de nodular para indicar el patrén arquitectural,
en cada uno de los grupos se han establecido subgrupos
atendiendo a 1la preéeﬁcia de areas difusas,esclerosis
y células epitelioides.De esta manera se han obtenido
10 grupos principales de 1linfomas agrupados en tres
categorfas de malignidad y un grupo de miscelénea.

Una conclusién interesante de éste estudio,en el

que todos 1los linfomas se  han  revisado de acuerdo:

con las seis clasificaciones més importantes,ha
sido 1la ausencia de notablés diferencias en predecir
la supervivencia de los pacientes,por lo que indistin-
tamente de 1la clasificacién wutilizada,el prondstico
es,en general,comparable.lLa introduccién del tamafio
de 1las células 1linfoides y morfologia nuclear en
la nomenclatura y clasificacién de 1los 1linfomas
no hodgkinianos,asi como su divisidén en tres grados
de malignidad,son las ventajas mas importantes de
esta clasificacibn,ademds de ofrecer un medio de
traslaciéon de 1la terminologia de wuna clasificacién
a otra.

Recientemente,se ha establecido una corres-
pondencia entre 1las clasificaciones de la Formulacién

Internacional de Trabajo y de Kiel (cuadro 1IV),lo
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que ha modificado ligeramente la clasificacién
propuesta por el ' National Cancer Institute ".Uno
de 1los aspectos més importantes es que los linfomas
foliculares segin esten constituidos por un namero
de centroblastos inferior al 5%,entre 6 y 15%,entre
15 y 50% o superior al SO%VSe clasifican como linfomas
foliculares de célula pequefia hendida,mixtos,de
célula grande Yy linfomas difusos de célula grande.Por
otro lado,para clasificar un 1linfoma folicular como

tal,es necesario que al menos el 25% de su superficie

" sea  folicular.Los inmunocitomas ‘polimorfos de la’

clasificacién de Kiel se incluyen dentro de 1los
linfomas difusos mixtos de célula grande y pequefia,y
los centroblasticos puros y polimorfos,ademés de
los foliculares con més de un 50% de centroblastqs
y linfomas de nicleo multilobulado,se incluyen dentro
de los linfomas difusos de célula grande en la clasifi-
cacidén de 1la Formulacién Internac;onal de Trabajo.

Las diferentes afectaciones y localizaciones
anatomoclinicas de los linfomas no hodgkinianos
tienen su significacién,especialmente,en cuanto
al pronéstico.Esto quiere decir que conocer la exten-
sién de 1la enfermedad y su distribucién orgénica,en
un paciente con 1iﬁfoma,es tan importante como identi-
ficar el tipo histolégico,entre otras cosas,porque

puede proporcionar datos importantes en cuanto al
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pronéstico y tratamiento.Por 1o tanto,todo paciente
con diagnéstico de 1linfoma no hodgkiniano debe ser
encuadrado dentro de un sistema de clasificaciédn
anatomoclinica que indique su estadio o situacién
evolutiva.

Siguiendo los avances conseguidos en 1la
enfermedad de Hodgkin se pretendié emplear en los
linfomas no hodgkinianos los mismos métodos de estudio
que habian dado un resultado eficaz.En la misma
Conferencia de Ann Arbor (18),en 1971,se establecid
‘que los estadios aceptados para 1la enfermedad de
Hodgkin fueran también empleados en 1los linfomas
no hodgkinianos.Los estadios clinico-patolégicos
que permiten conocer 1la extensién de la enfermedad
(cuadro V) son los siguientes:Estadio I,cuando se
afecta una sola regién ganglionar;Estadio II,cuando
" se hallan afectas dos o mas regiones ganglionares
todas ellas por encima o0 por debajo del diafragma;Esta-
dio ITI,cuando se hallan afectas varias regiones
ganglionares por encima y por debajo del diafragma
y Estadio 1IV,cuando se hallan afectos de forma difusa
érganos parenquimatosos nobles como pueden ser higado,
pulmones,sistema nervioso central o médula 6sea.Para
clasificar a un paciente en estadio IV la afectacién
parenquimatosa debe ser difusa y toda afectacidn

local se considera como extralinfatica y se coloca
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una " E " detrads del estadio que le corresponda.En
todos los estadios se determina,ademés,si existen
o no sintomas generalizados dando la calificacidén
de A ‘cuando éstos no existan y de B cuando éstos
existan.Los sintomas generalizados,sistémicos o}
constitucionales son:adelgazamiento de més del 10%
del peso corporal en menos de 6 meses,sudores nocturnos
o fiebre de origen no infeccioso superior a 38¢C.

Otras <clasificaciones han sido propuestas

para determinar el estadio de extensién de grupos

. bien .establecidos .de. linfomas . no hodgkinianos.Este

es el caso de 1las leucemias linfociticas crénicas
y de 1los 1linfomas primarios gastrointestinales.Para
los pacientes con LLC se ha propuesto,por un lado
el sistema de estadiaje de Rai y cols (103) basado
en datos <clinicos y hematolébégicos,y por otro 1la
clasificacién de 1la " International Workshop " (11)
que distingue 1los estadios <clinicos A,B y C (cuadro
VI).En 1los pacientes con linfoma 12 gastrointestinal
se han empleado 1las clasificaciones de Ann Arbor
modificada por Musshoff (142) y de Blackledge modifica-
da (§1) que establece 5 estadios diferentes (cuadro
VII).

1.2.- EL SISTEMA CELULAR LINFOIDE.MODULACION Y TRANS-

FORMACION CITOFUNCIONAL DE LOS SISTEMAS LINFOCITARIOS

BYT.
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Merced a 1las observaciones de Hansen,Good
y Finstad (41,44) ,en pacientes con inmunodeficiencia,
hoy se sabe que el sistema celular 1linfoide esté
constituido por un compartimiento 1linfoide 12 o
central,integrado en los mamiferos por la médula
6sea y el timo,y un compartimiento 1linfoide 22 o
periférico formado por los ganglios linfaticos,bazo,y
organizaciones linfoides del tracto digestivo.

El sistema celular 1linfoide central carece

en condiciones normales,de estructuras foliculares

"y adopta en el timo y equivalente bursal una disposi--

cién arquitectural con una estrecha relacidén linfo-
epitelial.De ésta manera,las células epiteliales
embrionarias de éstos 6rganos,a los que llegan durante
la wvida fetal,linfocitos indiferenciados procedentes
del saco vitelino,higado y posteriormente de 1la
médula o6sea,van a Jjugar un papel importante en el
condicionamiento de los linfocitos By T.

El sistema celular linfoide periférico
est4d dotado de estructuras foliculares en el seno
de una arquitectura 1linfohistiocitaria y en &1l se
va a realizar la modulacién citofuncional y prolifera-
cién antigeno-dependiente de 1la poblacibén celular
linfoide,siendo el ©érgano efector de las reacciones
inmunes.

Uno de los grandes avances de la inmunologia

17



ha sido el descubrimiento de dos poblaciones linfocita-
rias,diferentes en cuanto a su origen,distribucién
anatbémica,evolucidn madurativa y funcidn (119).

Por un lado, se encuentra la poblacién
linfocitaria B de origen medular (equivalente bursal)
desde donde siembran los territorios 1linfaticos
periféricos,asentédndose en 1la arquitectura de soporte
reticulo-histiocitaria.Tiene una localizacidén preferen-
temente tisular,en 1las estructuras foliculares de
los érganos linfoides periféricos y cordones medulares,
.ya . que .sb6lo. el .20% .de .los linfocitos circulantes
son B,siendo en su mayoria elementos de vida corta,dias
o semanas.Un linfocito que se origina de la poblacién
linfoide germinal de localizacidén medular,antes
de ser condicionado para convertirse en linfocito
B,es una célula virgen sin apenas marcadores bioldbgicos
de identificacién.En algin momento de su evolucidbn
ontogénica se va a poner en contacto,por primera
vez,con un determinante antigénico especifico que
es capaz de seleccionarlo para una respuesta inmune
adecuada.En este contacto antigeno-linfocito es
probable que intervenga el sistema mononuclear-fagoci-
tico y la célula reticular dendritica de las estructu-
ras foliculares.Asi,el linfocito B antigeno-estimulado
encuentra en el foliculo linfédtico un ambiente adecuado

para su modulacién y transformacidén citofuncional.El
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concepto de transformacién fué propuesto por Lukes
y cols (83) al describir en los centros foliculares
normales las células centrofoliculares hendidas
y no hendidas,los macréfagos y las células reticulares
dendriticas.Este concepto abarca una secuencia de
transformacibn,desde el linfocito B pequefio del
manto folicular a 1la célula centrofolicular grande
no hendida y supone que el antigeno atrapado en
el centro del foliculo,sobre 1la membrana de las

células reticulares dendriticas,induce al 1linfocito

.a . sufrir = transformacién.En un primer estadio el

linfocito pequefio cambia a célula centrofolicular
pequefia hendida que,al aumentar gradualmente de
tamafio y adquirir una pequefia proporcidén de citoplasma,
alcanza el estadio de célula centrofolicular grande
hendida.En el tercer estadio aparece la célula centro-
folicular pequefia no hendida caracterizada por un
citoplasma pironinéfilo y nGcleo redondo de cromatina
dispersa y con un pequefio nucleolo.En el 4¢ estadio,la
célula centrofolicular grande no hendida tiene un
citoplasma éamplio y acidéfilo y muestra de 1 a 3
nucleolos situados sobre 1la membrana nuclear.las
células hendidas del centro folicular son,en su
mayoria,células que no se dividen,mientras que las
no hendidas forman parte de una poblacién proliferante.

La inmunoglobulina citoplédsmica aparece en pequefia
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cantidad,primero en la célula grande hendida y aumenta
progresivamente en 1los estadios de <célula pequefia
y grande no hendidas (134).Por el contrario,la inmuno-
globulina de superficie se visualiza en las células
centrofoliculares pequefias hendidas y en los linfocitos
pequefios.La célula cénfrofoiicular grande no hendida
emigra desde el centro del foliculo linfoide a la
zona 1interfolicular,donde pasa a denominarse inmuno-
blasto B,que dotado de un complejo polirribosdmico

y reticulo rugoso va a sintetizar de forma activa

~inmunoglobulinas.La " Gltima ~ fase de la modulacidn

linfocitaria se realiza fuera de los centros folicula-
res y finaliza con 1la formacién de 1linfocitos B
secretores,que son los elementos efectores de las
reacciones inmunolégiqas de caréacter humoral, al
producir y secretar diferentes tipos de inmunoglobuli-
nas.La respuesta inmune a un primer contacto antigéni-
co se realiza habitualmente con anticuerpos de tipo
IgM por células linfoplasmocitoides y aquellas que
no se consumen en esta reaccidén inmune pasan a formar
parte del '"pool" de linfocitos B de memoria.Un nuevo
contacto del mismo antigeno con un 1linfocito B de
memoria origina wuna répida proliferaciédn de células
plasmédticas con fdrmacién de anticuerpos especificos
de tipo IgG e IgA (80,84).Esta secuencia de transforma-

cién es paralela a 1la evolucidén observada en los
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linfomas de células centrofoliculares (83) y explicaria
el porqué un linfoma que inicialmente es de célula
pequefia hendida con escasa agresividad,se convierte
mas tarde en un linfoma de célula grande no hendida
con mayor agresividad.El concepto de célula centrofoli-
cular permite relacionar los diferentes tipos citolégi-
cos de neoplasias centrofoliculares con sus contrapar-
tes normales y comprender 1la evolucidén del proceso
neoplasico en el sistema celular B.

Por otro lado,se encuentra la poblacién
linfocitaria T formada por elementos celulares emigra-
dos,en épocas tempranas del desarrollo fetal,desde
la poblacidn 1linfoide germinal hasta el esbozo epite-
lial del timo,donde son condicionados para ser linfo-
citos T.Se encuentra distribuida en las &reas paracor-
ticales de los ganglios linfaticos,regiones perivascu-
" lares del bazo y en pequefios focos en el tracto
gastrointestinal,donde van a sufrir su modulacién
y proliferacién antigeno-dependiente para convertirse
en las distintas subpoblaciones de 1linfocitos T
inmunoldgicamente efectores.La modulacién citofuncional
de 1la poblacidbn linfoide T no es tan bien conocida
como la de 1la poblacidén 1linfoide B.Se acepta que
aquéllos elementos linfoides indiferenciados, que
emigraron al esbozo epitelial del ¢timo,van a ser

condicionados para convertirse en timocitos y después
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en linfocitos T periféricos.Tanto 1los timocitos
como una parte de las células germinales medulares
presentan actividad enzimética en TdT (deoxinucleotidil
transfetrasa terminal) y poseen una amplia capacidad
proliferativa antigeno-independiente.Un linfocito
T dotado de todos sus marcadores biolbégicos pero
sin actividad en TdT es una poblacidén celular pequeiia,
virgen de todo contacto antigénico.En su estimulacidén
parece colaborar el sistema mononuclear-fagocitico
e incluso la célula reticular interdigitante,de
manera que el 1linfocito T antigeno-estimulado,al
carecer de la facultad de penetrar en el centro
del foliculo linfoide se sitGa en el espacio interfoli-
cular o area T-dependiente.Alli,consigue transformarse
y modularse en grandes elementos linfoides o inmuno-
blastos T,a través de los cuales se llega al estadio
de linfocito T sensibilizado.Segin los tipos de
respuesta inmunoldégica que son capaces de originar
se han identificado subpoblaciones de 1linfocitos
T,como los efectores de diferentes reacciones de
hipersensibilidad y 1los inmunoreguladores que pueden
ser cblaboradores o supresores de reacciones inmuneé.
Por Gltimo,aquéllos elementos 1linfoides que no se
han consumido durante este primer contacto antigénico,
quedan inmunoldégicamente marcados como 1linfocitos

T de memoria,a la espera de un nuevo contacto antigé-
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nico.La poblacién 1linfoide T es una poblacidn celular
muy viajera y a ella pertenecen mas del 70% de los
linfocitos circulantes,siendo ademés,elementos de
vida larga,meses o afios.Esta poblacidén estd implicada
en funciones de inmunidad celular que realiza a
través de 1la secrecibédn de substancias llamadas linfo-
quinas.

1.3.- ASPECTOS TECNICOS Y DESARROLLO DE METODOS INMUNO-

LOGICOS PARA EL RECONOCIMIENTO DE MARCADORES CELULARES.

Diferentes técnicas se han desarrollado
para identificar marcadores celulares facilitando
asi,el reconocimiento de 1las células linfoides.Entre
ellas,las que permiten identificar marcadores de
superficie 1linfocitarios en suspensién y las técnicas
de inmunohistoquimia son 1las maAs importantes (65).

Los estudios con marcadores de superficie
en suspensidn han sido ampliamente wutilizados y
pueden ‘aplicarse tanto a 1linfocitos sanguineos como
a células 1linfoides aisladas de los ganglios linfati-
cos.La caracterizacidén de inmunoglobulina de superficie
(SIg) mediante el marcaje de anticuerpos constituye
un método aceptable para identificar células B y,en
base a su monoclonalidad, separar poblaciones de
células 1linfoides neoplésicas de reactivas.Las células
T y subgrupos también pueden ser reconocidas por

anticuerpos contra antigenos de superficie.
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Uno de 1los mayores inconvenientes cuando
se estudian suspensiones celulares obtenidas de
una biopsia ganglionar es que no se puede asegurar
un correcto aislamiento de las células linfoides.Esto
puede ser debido a una mayor fragilidad de los elemento
celulares o a su adherencia a una trama reticulinica,lo
cual hace dificil su obtencidén.También es dificil
la interpretacién de 1los resultados ya que sbélo
a veces,una pequefia fraccién de 1las células son
realmente neoplésicas (86).Por el contrario,pequefios
grupos de linfocitos neopléasicos pueden ser facilmente
detectados cuando se wutilizan técnicas de marcaje
inmunohistoquimicas.Ademéds,al conservarse la arquitec-
tura tisular permite establecer una relacibén topografi-
ca entre las células neoplésicas y reactivas.

Mediante técnicas de marcaje inmunohistoqui-
micas se pueden estudiar tanto secciones criostaticas
como secciones fijadas e 1incluidas en parafina.En
secciones criostaticas mediante anticuerpos contra
cadenas pesadas y ligeras de inmunoglobulinas se
puede detectar la presencia de SIg y mediante anticuer-
pos monoclonales,dirigidos principalmente contra
células B y T,se puede identificar antigenos de
diferenciacién linfocitarios.Por el contrario,en
secciones incluidas en parafina sélo es posible

determinar 1la presencia de inmunoglobulinas intracito-
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plasmaticas.El tejido congelado tiene 1la ventaja
de conservar los antigenos y receptores de superficie
membranica,pero 1la valoracidén morfolbgica del tejido
no es buena,su manejo y almacenamiento es algo compli-
cado y 1los antigenos solubles tanto intracelulares
como extracelulares pueden difundir de sus lugares
originales.E1l tejido incluido en parafina ofrece
como ventaja una 6ptima conservaciédn de la morfologia
tisular,pero uno de los mayores inconvenientes es
la desnaturalizacién de 1la mayoria de los antigenos,
principalmente extracelulares (86).E1 tejido antes
de ser incluido en parafina tiene que ser fijado
y de la eleccidn del fijador va a depender el posterior
resultado inmunolégico.El formol tiene un efecto
deletéreo sobre muchos antigenos y también sobre
la inmunoglobulina celular (38).Por ello,distintos
autores (2,135) han empleado fijadores como el B5,for-
malina tamponada,fijador de Zencker y de Bouin,con
resultados variables.

Un aspecto interesante es el tratamiento
de las secciones tisulares incluidas en parafina
con enzimas proteoliticos del tipo tripsina,pronasa
Yy pepsina,con el fin de restaurar 1la reactividad
antigénica que ha sido enmascarada por la fijacién,
ademé&s de disminuir la tincibén de fondo de las seccio-

nes tisulares (50,54).
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Desde los primeros trabajos de Jaffé y
cols (60,61) que utilizan secciones criostaticas,mu-
chos otros han adoptado este método con resultados
satisfactorios.Sin embargo, también hay métodos que
permiten identificar antigenos de superficie linfocita-
rios en material fijadd e incluido en parafina (12,
133) .Desgraciadamente,los tiempos de incubaciébn
son excesivamente largos vy los‘reactivos no siempre
estan al alcance de todos los laboratorios.

Los procedimientos de marcaje inmunohistoqui-
micos abarcan desde métodos de inmunofluorescencia
hasta métodos inmunoenzimiticos (86).

El marcaje con inmunofluorescencia ha
sido muy utilizado para demostrar la monoclonalidad
de 1las neoplasias 1linfoides B (81,138),pero ha sido
desplazado por 1la técnica de marcaje inmunoenziméticé.
En este sentido,fué Sternberger (129) quién describid
por primera vez 1la técnica de PAP o peroxidasa-anti-
peroxidasa,que ofrece una serie d; ventajas sobre
la técnica de inmunofluorescencia.En primer lugar,per-
mite wuna valoracibén citoldégica y arquitectural adecua-
das merced al contraste con hematoxilina,y en segundo
lugar posibilita el guardar indefinidamente el material
para estudios retrospectivos.

Las posibilidades de marcaje con peroxidasa

incluyen un procedimiento de inmunoperoxidasa indirecta
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con uno o dos puentes,permitiendo dos puntos diferentes
de reaccién de 1la peroxidasa con el substrato,y
un procedimiento de peroxidasa-antiperoxidasa con
un puente previo conejo anti-ratén.Recientemente,Hsu
y cols (57) han empleado un método basado en la
interaccibn de la avidina,una glicoproteina,con
la biotina,una vitamina,constituyendo un método
sencillo y sensible para localizar antigenos,tanto
en tejido congelado como incluido en parafina.Este
método o técnica ABC,merced a la unidén irreversible
del complejo peroxidasa avidina-biotina con la biotina
asociada al 22 anticuerpo,da como resultado una
elevada intensidad de tinciédn.

Todas estas técnicas inmunolégicas tienen
una serie de limitaciones y problemas en su aplicacidn
que no siempre son reconocidas.Unas veces se deben
. a la defectuosa congelacién del material y posterior
almacenamiento y otras a los antisueros utilizados.Por
ello,siempre es necesario utilizar preparaciones
de control en cada estudio con el fin de evitar
errores en la interpretacién de los resultados.Estos
pueden ser debidos -a la variacidén en la distribuciédn
de 1las proteinas plasmiticas,a 1la mala conservacién
de 1la inmunoreactividad tisular con algunos fijadores
Yy a la unibén inespecifica de 1los antisueros (2).

Warnke y Rouse (137) han indicado la necesi-
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dad de 1integrar 1los resultados inmunolégicos con
los datos clinicos y hallazgos histolébégicos y 1lo
que es mas importante,que un diagndéstico histolégico
correcto siempre tiene preferencia sobre los hallazgos
inmunolégicos.

1.4.-MARCADORES INMUNOLOGICOS Y ESTADIOS DE DIFERENCIA-

CION CELULAR. APLICACION DE MARCADORES LINFOCITARIOS AL

ESTUDIO DE LOS LINFOMAS NO HODGKINIANOS.

En 1la poblacién linfoide total hay subgrupos
de 1linfocitos con diferentes capacidades funcionales
que pueden ser distinguidos por métodos enzimaticos
y criterios morfoldgicos (42).Sin embargo,el método
mas préctico y preciso consiste en identificar marcado-
res de superficie y citopléasmicos.

La poblacidn linfoide B adquiere a 1lo
largo de su evolucidébn ontogénica una serie de estructu-
ras antigénicas y funcionales que se comportan como
marcadores biolbégicos de identificacién.Los primeros
marcadores adquiridos por 1los 1linfocitos pre-B son
la estructura antigénica HLA-Dr y 1la sintesis de
CIgM . (39).Los antigenos 1Ia o inmune-relacionados
son glicoproteinas compuestas de una cadena pesada
y 1ligera de 35000 y 27000 daltons,respectivamente
(8,58).Inicialmente se creia que los antigenos Ia
se encontraban s6lo en los linfocitos B,pero hoy

se sabe que también estan presentes en monocitos
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(9),células mieloides inmaduras y posiblemente eri-
troides (22,147),linfocitos T activados (30),una
subpoblacidén de 1linfocitos T periféricos sanguineos
(35) y algunas células no hematopoyéticas,como las
células epidérmicas.Parece existir una estrecha
relacién entre 1los antigenos Ia y 1los genes del
locus HLA-D,por eso el término HLA-Dr es,con frecuen-
cia,utilizado para sefilalar 1los antigenos Ia sobre
las células humanas.La presencia de SIg en la membrana
celular,principalmente IgM asociada a IgD,es el
marcador mas fidedigno para identificar un linfocito
B (31).E1 receptor para el fragmento Fc de diferentes
inmunoglobulinas,el receptor capaz de formar rosetas
con hematies murinos (rosetas M) y 1los receptores
para diversas piezas del complemento,fundamentalmente
para C3 (115),son también considerados como marcadores
que permiten el reconocimiento de 1los 1linfocitos
B.En 1las células plasmiticas desaparece 1la SIg Yy
vuelve a aparecer en proporciones elevadas Clg de
diferente naturaleza,que a diferencia de los linfocitos
pre-B,incluye tanto cadenas pesadas como ligeras.

A lo largo de su evolucién ontogénica
los linfocitos T también adquieren una serie de
estructuras antigénicas o marcadores biolégicos
de identidad,aunque atn no se conoce del todo su

secuencia de aparicién.Inicialmente se descubre
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la actividad enzimdtica de wuna DNA-polimerasa,la
deoxinucleotidil transferasa terminal (T4ar) que
parece compartida por otras poblaciones hematopoyéti-
cas,entre las que se encuentran células progenitoras
B.La presencia de un receptor especifico de membrana
capaz de formar rosetas eéponténeamente con hematies
de carnero (rosetas E) es el marcador més caracteris-
tico de 1los linfocitos T,tanto timicos como periféri-
cos (13,76).Los 1linfocitos T pueden ser identificados
por su reactividad con antisueros anti-T,obtenidos
inmunizando conejos con timocitos humanos (126).

En condiciones normales existe una pequefia
fraccién de 1linfocitos sanguineos que carecen de
los marcadores de membrana mas caracteristicos de
los 1linfocitos B y T circulantes,por lo que se denomi-
nan linfocitos no-B,no-T o linfocitos inmunolbégicamente
nulos.Es probable que mAs de una tercera poblacién
celular se trate de un grupo funcionalmente heterogéneo
formado por células germinales hematopoyéticas circu-
lantes,células B y T inmaduras que ain no han adquirido
receptores E o SIg y ciertos precursores mieloides
y eritroides.

En 1975,Kohler y Milstein (69) consiguen
obtener,por primera vez,anticuerpos monoclonales
a partir de poblaciones celulares compuestas por

células hibridas,que se obtienen mediante la fusibn
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de una célula productora de anticuerpos del bazo
de un animal bien inmunizado con el antigeno en
cuestibén y una célula de mieloma no secretora de
inmunoglobulinas.Su wutilidad radica no sb6lo en separar
poblaciones 1linfocitarias B y T,y dentro de ellas
subgrupos funcionales,sino también en identificar
la célula responsable de una proliferacibén leucémica
o linfomatosa,as{ como conocer su estado de diferencia-
cién.

El desarrollo de anticuerpos monoclonales
contra diferentes estructuras antigénicas de 1la
poblacidén 1linfoide B (31) ha permitido identificar
toda una serie de antigenos B con una secuencia
de apariéién cada vez mejor conocida,desde 1la "
Stem Cell" o célula madre 1linfoide hasta la célula
plasmatica.Asi,el antigeno definido por el anticuerpo
Bl se encuentra en la mayoria de 1los 1linfocitos
B,como en las células pre-pre-B,pre-B,B precoz,B
intermedia,B madura y plasmocitoide y esta ausente
tanto en 1las células plasmaticas como en la "Stem
Cell" linfoide.El antigeno B2 es expresado sbélo
por las células B intermedias y a veces por las
células B maduras,mientras que el antigeno BA-1
estd presente en 1la célula B precoz,intermedia vy
plasmocitoide,y en ocasiones en la célula madre

linfoide,en la célula pre-pre-B,pre-B y célula B
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madura.Por Gltimo,el antigeno CALLA est4 ausente
en la célula madre linfoide y presente en la célula
pre-pre-B,pre-B y B precoz.

Knowles y cols (66) también han definido
los anticuerpos monoclonales de la serie OKB (Corpora-
cién FarmaceGtica Ortho) en 1las células 1linfoides
B,estableciendo diferentes estadiqs de diferenciaciédn.
De esta manera,la célula B dentro del higado fetal
expresa el anticuerpo OKB 2 ¥y en la zona del manto
folicular del tejido 1linfoide maduro los anticuerpos
OKB 1,0KB 2 y OKB 7.En los foliculos linfoides las
células muestran reactividad con 1los anticuerpos
OKB 1,0KB 2,0KB 4 y OKB 7,las células B interfolicula-
res expresan los anticuerpos OKB 1,0KB 2 y OKB 7
y finalmente las células plasmaticas carecen de
anticuerpos OKB. |

De la misma manera,los anticuerpos monoclona-
les dirigidos contra diferentes estructuras antigénicas
timicas (29,107) han permitido 1la identificacién
de una serie de antigenos T con una determinada
secuencia de aparicién.lLos 2 grupos de anticuerpos
monoclonales anti-T mé&s estudiados son 1los de 1la
serie OKT (Corporacién FarmaceGtica Ortho) y Leu
(Becton-Dickinson ‘y Co).Los timocitos inmaduros
se 1identifican merced a 1los anticuerpos OKT 10 y

OKT 9 y el anticuerpo OKT 6 caracteriza a los timocitos
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comunes.Los anticuerpos OKT4/Leu-3 permiten identificar
subpoblaciones linfoides T inductoras/colaboradoras
(55-65% de los 1linfocitos T <circulantes),mientras
que lcs anticuerpos OKTS/OKT8/Leu-2 reconocen subpobla-
ciones con actividad citotbéxica/supresora (20-30%
de los linfocitos T circulantes).Los anticuerpos
OKT1/Leu-1 y OKT3/Leu-4 detectan linfocitos T maduros,
e incluso la capacidad de formar rosetas E se encuentra
ligada a un antigeno identificable por los anticuerpos
OKT11/Leu-5 en todos los estadios madurativos.

Foon y cols (31) han establecido un esquema
de diferenciacién celular en el que el fenotipo
de wuna célula 1linfoide normal en cada estadio de
diferenciacién es equiparable al fenotipo de su
contraparte maligna.

La LLC constituye una proliferacién monoclo-
"nal de 1linfocitos B con SIg membréanica de tipo IgM
asociada a IgD y una cadena ligera de inmunoglobulina,
bien kappa o bien lambda.las células 1linfoides se
caracterizan por expresar los antigenos Ia,Bl,BA-
l,asi como 1los anticuerpos OKB1,0KB2,0KB4 y OKB7.Las
células de 1la leucemia prolinfocitica,probablemente
una variante de LLC,muestran una mayor densidad
de SIg que 1las células de la LLC y también expresan
los antigenos Ia y B1.

Aproximadamente el 5% de las LLC y leucemias
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prolinfociticas son el resultado de una proliferacién
de células T que carecen de SIg (15) y presentan
positividad con 1los anticuerpos monoclonales contra
células. T.Generalmente tienen un fenotipo inductor/co-
laborador aunque también se han identificado algunos
casos con fenotipo citotéxico/supresor(120).Los
anticuerpos OKT1/Leu-1 con frecuencia estan presentes
en las células de la LLC B y leucemia prolinfocitica
B,pero 1los anticuerpos que identifican subpoblaciones
T,0KT4/Leu-3 y OKT5/0KT8/Leu-2 estan ausentes en
estas células.

Los linfomas foliculares representan prolife-
raciones de 1linfocitos B de origen centrofolicular
¥y pueden,en ocasiones,tener expresién hemoperiférica.
Las células centrofoliculares se caracterizan por
tener una elevada densidad de SIg monoclonal y expresar
los antigenos Ia,BA-1,Bl1 asi como 1los anticuerpos
OKB1,0KB2,0KB4 y OKB7 en la mayoria de los casos.Pueden
tener el antigeno B2 y casi siempre expresan el
anticuerpo monoclonal CALLA,que identifica el antigeno
presente en las células de la leucemia linfobléastica
aguda comin.

Una gran proporcién de los linfomas difusos
son linfomas B y tienen fenotipos similares a los
observados en los 1linfomas foliculares.Del 50 al

60% de 1los 1linfomas difusos de célula grande tienen
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un fenotipo B,aproximadamente el 15% tienen marcadores
T y del 15 al 25% son inmunolégicamente nulos,es
decir,no-B,no~-T (93).

Los linfomas T-periféricos se caracterizan
desde el punto de vista morfoldgico por presentar
linfocitos T junto a histiocitos epitelioides,células
plasmédticas,eosinéfilos y una importante proliferacidn
vascular.Todos ellos exhiben un fenotipo de célula
T madura,bien con caracteristicas inductoras/colabora-
doras (OKT4/Leu-3) o citotdxicas/supresoras (OKT8/Leu-
2).De 1la misma manera que algunas leucemias y linfomas
B presentan reactividad con 1los anticuerpos anti-
T (OKT1/Leu-1) algunos de los linfomas T-periféricos
expresan el anticuerpo monoclonal OKB1l (66).

Los linfomas linfoblasticos representan
el 33% de los linfomas no hodgkinianos en la infancia
y el 5% en 1los adultos,tienen una predileccién por
el sexo masculino ¥y clinicamente se caracterizan
por presentar masa mediastinica.La fase 1leucémica
de algunos de ellos es morfoldgicamente indistinguible
de 1la LLA-T y son linfomas constituidos por células
T.Estudios con anticuerpos monoclonales han demostrado
que la mayoria de los linfomas linfoblasticos tienen
fenotipos de timocito comGn (OKT10,0KT6,0KT4/Leu-
3 y OKT5/0KT8/Leu-2) y de timocito maduro (OKT1/Leu-

1,0KT11/Leu-5,0KT10,0KT4/Leu-3,0KT5/0KT8/Leu-2 y
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OKT3/Leu-4),lo0 que indica wun origen timico (107).Por
el contrario,las células de 1la LLA-T normalmente
tienen un fenotipo de timocito inmaduro (OKT10,0KT9,
OKT1/Leu-1 y OKT11/Leu-5) (6).E1 antigeno CALLA
se encuentra con mayor frecuencia en los linfomas
linfobléasticos que en las LLA-T (110).

Las células del 1linfoma de Burkitt ademéas
de expresar los antigenos Ia y CALLA muestran SIg
de tipo IgM y el antigeno Bl pero no el antigeno
B2,10 cual sugiere un origen a partir de una célula
centrofolicular menos inmadura.

Las células linfoides que componen 1los
linfomas plasmocitoides y mielomas se encuentran
en el estadio final de 1la maduracidén celular B.lLas
células de los linfomas plasmocitoides muestran
S y Clg,y expresan los antigenos Ia,Bl,0KB1,0KB2,0KB4
Yy OKB7.Las células plasméticas y su contrapart;
maligna,la célula del mieloma,son 1los 1linfocitos
B mas diferenciados,sintetizan grandes cantidades
de CIg,carecen de SIg,asi como de 1los antigenos
B1,B2,Ia,CALLA y antigenos de 1la serie OKB.Sélo
en algunos casos se ha observado positividad de
éstas con el anticuerpo OKT10 (7).

Las micosis fungoides representan prolifera-
ciones malignas de 1linfocitos T,tienen un fenotipo

de célula T madura (OKT1/Leu-1,0KT11/Leu-5 y OKT3/Leu-
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4) y la mayoria expresan un fenotipo inductor/colabora-
dor (OKT4/Leu-3) (51,72).

La 1leucemia de células peludas o reticuloen-
doteliosis leucémica,caracterizada por 1la invasibn
de 1la médula 6sea y del bazo por células mononucleares
con pequerfias proyecciones citoplésmicas,tiene un
fenotipo de célula B madura.lLa presencia de SIg
y antigenos Ia y Bl pone de manifiesto su naturaleza
B (19,40).

Como han sefilalado Warnke y Link (139)
el estudio inmunolégico con marcadores celulares
no sb6lo tiene un significado bioldégico sino también
diagnéstico y pronéstico.En primer lugar,los marcadores
celulares permiten establecer el origen de las diferen-
tes neoplasias linfoides,conocer su estadio de diferen-
ciacién y obtener datos para su correlacidén con
parémetros clinicos y bioldégicos.En segundo lugar, jue-
gan un papel importante en el diagndéstico ya que
en los linfomas foliculares y proliferaciones linfoci-
ticas pequefias extralinféaticas,la monoclonalidad
demostrada mediante la tipificacién con cadenas
ligeras de inmunoglobulinas,permite el diagnéstico
de 1linfoma.Ademds,su utilidad ha quedado demostrada
al resolver sitﬁaciones de diagnéstico diferencial
como las planteadas entre 1linfomas de alto grado

de malignidad y carcinomas indiferenciados (73,74,100).
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Por Gltimo,la relacidén entre los marcadores inmunoldgi-
cos y €l prondéstico ha sido establecida por Lauder
y cols (75) demostrando una escasa respuesta al
tratamiento en pacientes cuyos linfomas expresan

monoclonalidad para cadenas ligeras lambda.
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CUADRO I.- CLASIFICACION DE RAPPAPORT DE LOS LINFOMAS
NO HODGKINIANOS (1966).
NODULAR DIFUSO

L.Linfocitico bien diferenciado
L.Linfocitico pobremente diferenciado.
L.Mixto (linfocitico-histiocitico).
L.Histiocitico.

L.Indiferenciado.

CUADRO II.- CLASIFICACION DE KIEL DE LOS LINFOMAS
NO HODGKINIANOS (1974).
BAJO GRADO DE MALIGNIDAD
L.Linfocitico.
LLC B.
LLC T.
L.Zona T.

Tricoleucemia.

Micosis fungoide.
Inmunocitoma (L.Linfoplasmocitico/citoide).
L.Centrocitico.
JL.Centroblastico/centrocitico (con o sin esclerosis)
Folicular.

Folicular y difuso.

Difuso.
ALTO GRADO DE MALIGNIDAD
L.Centrobléastico.
L.Linfoblastico.

Tipo Burkitt. -

Tipo células giriformes.
Otros.

L.Inmunobléastico.




CUADRO III.- CLASIFICACION DE LA FORMULACION INTERNA-
CIONAL DE TRABAJO DE LOS LINFOMAS NO HODGKINIANOS 1981.

BAJO GRADO DE MALIGNIDAD

A.- L.M.LINFociTICO PEQUENO:
- LLC
Plasmocitcide |
B.- L.M.FOLICULAR DE CELULA PEQUENA HENDIDA:
Con areas difusas
Con esclerosis )
C.- L.M.FOLICULAR MIXTO DE CELULA PEQUENA HENDIDA Y
GRANDE:
Con &areas difusas
Con esclerosis

GRADO INTERMEDIO DE MALIGNIDAD

D.- L.M.FOLICULAR DE CELULA GRANDE:
Con areas difusas
Con esclerosis
E.- L.M.DIFUSO DE CELULA PEQUENA HENDIDA:
Con esclerosis .
F.- L.M.DIFUSO MIXTO DE CELULA PEQUENA Y GRANDE:
Con esclerosis
Con células ,epitelioides
G.- L.M.DIFUSO DE CELULA GRANDE:
Con células hendidas
Con células no hendidas
Con esclerosis

ALTO GRADO DE MALIGNIDAD

H.- L.M.DE CELULA GRANDE INMUNOBLASTICO:
Plasmocitoide
Con células claras
Polimorfo
Con células epitelioides
I.- L.M.LINFOBLASTICO:
De células giriformes
De células no giriformes
J.- L.M.DE CELULA PEQUENA NO HENDIDA:
Tipo Burkitt
Con éareas foliculares

MISCELANEA

L.M.Compuesto.

Micosis Fungoides.
L.M.Histiocitico.
Plasmocitoma extramedular.
Inclasificables.

Otros.




CUADRO IV.- CORRELACION ENTRE LAS CLASIFICACIONES
DE KIEL Y DE LA FORMULACION INTERNACIONAL DE TRABAJO.

KIEL F.I.T.
LLC A
Inmunocitoma (citico/citoide) A

Folicular centroblastico/centrocitico:menos del

5% de centroblastos B
Folicular centroblastico/centrocitico:entre el
6 y 15% de centroblastos C
Folicular centroblastico/centrocitico:mas del
15% de centroblastos D

Foliculares y difusos (25% de aspecto folicular)

son clasificados en funcién del N2 de centroblas-

tos en B,C
oD
Centrociticos difusos E
Centrobléastico/centrocitico difuso F
Inmunocitoma polimorfo F
Centroblastico:Folicular con mas de 50% de centro-
blastos G
Difuso G
Pleomérfico G
De nGcleo multilobulado G
Primario o secundario G
Inmunobléastico:Puro H
Con diferenciacién plasmocitoide H
Linfobléstico B o T I
Burkitt J




CUADRO V.- CLASIFICACION DE ANN ARBOR PARA EL ESTADIAJE
DE LA ENFERMEDAD DE HODGKIN Y DE LOS LINFOMAS NO
HODGKINIANOS (1971).

ESTADIO 1I:Afectacidén de una sola regién ganglionar
(I) o una sola 1localizacidn u 6rgano extralinfético
(Ie).

ESTADfO 1II:Afectacién de 2 o més regiones ganglionares
al mismo lado del diafragma (II) o afectacidén localiza-
da de un 9Yrgano o localizacidén extralinféatica vy
una o mas regiones ganglionares al mismo lado del
diafragma (IIe).

ESTADIO III:Afectacidn de regiones ganglionares
a ambos lados del diafragma (III) las cuales pueden
acompafiarse de afectacidén 1localizada de un érgano
o localizacidn extralinfatica (IIIe),o del bazo
(IIIs) o ambas (IIIse).

ESTADIO IV:Afectacidén difusa o diseminada de uno
o mas tejidos u Organos extralinfaticos con o sin

afectacién de regiones ganglionares.

CUADRO VI.-CLASIFICACION DE LA "INTERNATIONAL WORKSHOP"
PARA EL ESTADIAJE DE LAS LLC (1981).

ESTADIO CLINICO A:Ausencia de anemia y trombocitopénia
y menos de 3 areas linfoides afectadas.
ESTADIO CLINICO B:Ausencia de anemia y trombocitopénia
con 3 o mds A&reas afectadas.
ESTADIO CLINICO C:Presencia de anemia y/o trombocitopé-
nia independientemente del numero de Areas linfoides
afectadas.
AREAS DE AFECTACION
Ganglios linfaticos axilares
Ganglios linfaticos cervicales
Ganglios linféaticos inguinales
Higado
Bazo
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CUADRO VII.- CLASIFICACION DE BLACKLEDGE MODIFICADA
PARA EL ESTADIAJE DE LOS LINFOMAS GASTROINTESTINALES
(1985).

EsTADIO I
Tumor confinado al tracto gastrointestinal
ESTADIO II
Tumor con afectacidén ganglionar local
(Ganglios linfAticos mesentéricos)
ESTADIO III
Tumor con perforacidén y/o peritonitis
ESTADIO 1V
Tumor con afectacidén ganglionar diseminada
(Ganglios para-adérticos o méds lejanos)
ESTADIO V

Tumor con enfermedad diseminada extraganglionar




II.- OBJETIVOS.
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1¢,-Valoracién de 1la frecuencia Yy distribucién de
los diferentes tipos de 1linfomas no hodgkinianos
y mielomas,estudiados en el Departamento de Anatomia
Patolébgica del Hospital "La Fé" entre 1los meses
de Noviembre de 1984 a 1986,asi como de los parametros
clinicos edad, sexo y estadio clinico-patolégico
en cada uno de ellos.

2 ,-Reconocimiento de 1los 1linfomas no hodgkinianos
¥ mielomas mediante criterios cito-histolégicos
y ultraestructurales.Clasificacién de 1los linfomas
no hodgkinianos segin el sistema de la Formulacidn
Internacional de Trabajo.

¢.,-Caracterizacién inmunolégica de los érganos
linfoides,linfomas no hodgkinianos y mielomas mediante
un procedimiento de inmunoperoxidasa en tejido congela-
do e incluido en parafina y de inmunofluorescencia
- en células en suspensién de la sangre periférica,con
la finalidad de:

* Conocer la inmunomorfologia de los érganos linfoides
(tejido 1linfoide ganglionar,esplénico y timico).

* Determinar el fenotipo inmunolégico y estadio
de diferenciacibén ~de 1los linfomas no hodgkinianos
y mielomas detectando S y CIg y antigenos de
diferenciacidén linfocitarios.

* Valorar 1la utilidad de los marcadores inmunolégicos

en el diagnéstico general de 1los 1linfomas no
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hodgkinianos y en el diagnéstico diferencial
entre hiperplasia folicular y 1linfoma folicular.
Estudiar la poblacibn y subpoblaciones de linfocitos
T én las hiperplasias foliculares,linfomas no
hodgkinianos y mielomas.

Analizar 1la relaciéﬁ entfe la expresidén monoclonal
de cadenas ligeras por los linfomas y su clasifica-

cidén en tres categorias de malignidad.
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III.- MATERIAL Y METODOS.
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3.1.- MATERTAL.

3.1.1.- BIOPSIAS Y MUESTRAS DE SANGRE.

De un total de 23712 biopsias registradas
durante. un periodo de 2 afios,entre 1los meses de
Noviembre de 1984 a 1986,hemos estudiado 278 biopsias
y distribuido de la siguiente manera:

- 14 biopsias corresponden a pacientes con diagnéstico
histolégico de hiperplasia folicular reactiva ¥y
proceden de biopsia ganglionar (9 casos),de bazo
(3 casos),de amigdala faringea (1 caso) y de timo
(1 caso).

- 106 biopsias corresponden a pacientes con diagnéstico
histolébégico de 1linfoma no hodgkiniano Yy proceden
de biopsia ganglionar (50 casos),de médula 6ésea
(28 casos),de bazo (9 casos),de estdmago (7 casos),de
intestino delgado (4 casos),de hueso y partes blandas
(2 casos),de pulmén (2 casos),de cerebro (1 caso),de
intestino grueso (1 caso),de pleura (1 caso) y de
piel (1 caso).

- 20 biopsias corresﬁonden a pacientes con diagnéstico
histolégico de mieloma vy progeden de Dbiopsia ésea
(10 casos),de médula ésea (8 casos),de higado (1
caso) y de tumor bronquial (1 caso).

- 139 biopsias son complementarias,se realizaron
en pacientes con 1linfoma y mieloma para determinar

la extensidén del proceso neoplédsico y proceden de
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biopsia de médula ébsea (90 casos),de higado (19
casos),de ganglios linfaticos (10 casos),de piel
(9 casos),de bazo (3 casos),de glandula parbtida
(83 casos),de pleura (2 casos),de amigdala (2 casos)
y de mucosa oral (1 caso).

En fresco se remitieron 42 biopsias Yy
en formaldehido 98,ademés de las biopsias complementa-
rias.También hemos estudiado el material necrébépsico
de 6 pacientes que fallecieron por diseminacidn
de su linfoma.

Por otro 1lado,hemos estudiado 23 muestras
de sangre periférica correspondientes a 20 pacientes
con LLC,a 2 pacientes con linfoma folicular de célula
pequefila hendida y a un paciente con linfoma linfoblé&s-
tico.Todas las muestras sanguineas presentaban un
recuento de linfocitos superior a 4 x 109 /1,fueron
extraidas en el Servicio de Hematologia y Hemoterépia
y enviadas al banco de sangre para su estudio inmunoloé-
gico.

3.1.2.~ PACIENTES.

Los pacientes que hemos estudiado se han
clasificado en los siguientes grupos:
A.- ORGANOS LINFOIDES.

Hemos incluido 14 pacientes,entre 10 y
58 afios,de 1los que 9 eran hombres y 5 mujeres.De

ellos,9 fueron sometidos a exéresis de ganglios

49



linfaticos por crecimiento de una o varias adenopatias
y 3 fueron esplenectomizados,?2 por plGrpura trombocito-
pénica idiopatica y 1 para estudio de extensidén
de su linfoma.Un paciente fué amigdalectomizado
por un proceso infeccioso y otro fué sometido a
timectomia por Miastenia grave.En todos los casos
se ha demostrador histolégicamente wuna hiperplasia
folicular inespecifica.

B.-~ LINFOMAS NO HODGKINIANOS.

Aqui hemos incluido 106 pacientes con
diagnéstico histoldégico de 1linfoma no hodgkiniano.En
todos se ha determinado el estadio clinico-patolébgico
de extensién de 1la enfermedad segln el sistema de
estadiaje de Ann Arbor (18).Ademés,en los pacientes
con linfoma 1¢@ gastrointestinal hemos wutilizado
el sistema de Blackledge modificado (91) y con la
LLC 1la clasificacién de 1la "International Workshop"
(11).Los 1linfomas se han agrupado segin la clasifica-
cidn de la Formulacidén Internacional de Trabajo
(94) en los siguientes grupos:

LINFOMAS DE BAJO GRADO DE MALIGNIDAD.

a) .-LINFOMA LINFOCITICO PEQUENO:Hemos incluido 26
LLC,16 1linfomas plasmocitoides y 1 linfoma T-perifé-
rico.La edad de 1los pacientes con LLC oscila entre
43 y 87 afios,11 son hombres y 15 mujeres y todos

tienen un recuento de linfocitos en sangre periférica
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superior a 4 x 109 /1 e invasién de la médula 6sea.El
patrén histolégico de invasién medular es nodular
en 5 casos,intersticial en 9,mixto en 7 y difuso
en 5.En estadio A se encuentran 17 pacientes,en
estadfo B 5 y en estadio C 4,segln la clasificacién
de la "International Workshop" (11).Un paciente
fallecio y en el estudio necrbépsico se demostrd
enfermedad diseminada.

Las edades de 1los pacientes con 1linfoma
plasmocitoide estan comprendidas entre 17 y 82 afios,9
son hombres y 7 mujeres y 3 muestran un numero de
linfocitos en sangre periférica de 20,10 y 15,5

x 10 °

/1, respectivamente.Un. paciente se encuentra
en estadio I,2 en estadio II,3 en estadio III y
10 en estadio 1IV,éstos ademds con invasibén de 1la
médula Oésea.Los linfomas de 1localizacibén ganglionar
son 13 y extraganglionar 3 (1 en cerebro,l en estdmago
y 1 en bazo).0Ocho pacientes presentan gammapatia
monoclonal en suero,4 IgM/lambda,2 IgM/kappa,l IgG/
lambda y 1 IgG/kappa.Dos de ellos tienen proteinuria
de Bence-Jones kappa y lambda,respectivamente.Un
paciente. con LLC de 5 afios de evolucidbn fallecid
y en la autopsia se puso de manifiesto un linfoma
plasmocitoide diseminado.

Un hombre de 68 afios con un 1linfoma T-

periférico de 1localizacidén ganglionar se encuentra
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en estadio IV y presenta ademéis,afectacidén cutanea,in-
vasién de 1la médula o6sea e hipergammaglobulinemia
sérica policlonal.

b).- LINFOMA FOLICULAR DE CELULA PEQUENA HENDIDA:Aqui
hemos estudiado 9 pacientes,entre 36 y 78 afios, de
los que 6 son hombres y 3 mujeres.Tres de ellos
presentan 5,2 , 15 y 29 x 109/1'1infocitos en sangre
periférica,respectivamente.Un paciente se encuentra
en estadio I,1 en estadio II,2 en estadio III y
5 en estadio 1IV,4 de ellos con invasién de la medula
6sea.Los linfomas de localizacidédn ganglionar son
5 ¥y extraganglionar 4 (2 en bazo,l1 en pulmbn y 1
en estbémago).

c).-LINFOMA FOLICULAR MIXTO DE CELULA GRANDE Y PEQUENA
HENDIDA:Hemos 1incluido 6 pacientes entre 49 y 58
afios,3 hombres y 3 mujeres Yy uno de ellos con 10,5
x 10 9/1 linfocitos en sangre periférica.Un paciente
estd en estadio 1II,uno en estadio IIT y 4 en estadio
IV,ademés con invasién de 1la médula 6sea.Cuatro
linfomas son de localizacibén ganglionar y 2 extragan-
glionar (en bazo).

LINFOMAS DE GRADO INTERMEDIO DE MALIGNIDAD

d).-LINFOMA FOLICULAR DE CELULA GRANDE:Cuatro pacientes,
2 hombres y 2 mujeres,entre 36 y 57 afios y uno de
ellos con 122 x 109/1 linfocitos en sangre periférica,

se han incluido en este grupo.Un paciente se encuentra
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en estadio I,1 en estadio II,1 en estadio III y
1 en estadio 1IV,con invasién de la médula ésea.Tres
linfomas son de localizacibén ganglionar y 1 extragan-
glionar (en estbémago).

e).- LINFOMA DIFUSO DE CELULA PEQUENA HENDIDA:Aqui
hemos incluido 4 pacienfes,entre 46 y 70 afios,?2
hombres y 2 mujeres y 2 de ellos con 7,5y 8,5 x
10 9/l linfocitos en sangre periférica,respectivamente.
Los pacientes se encuentran 1 en estadio III y 3
en estadio 1IV,2 de ellos con invasién de la medula
6sea.Los linfomas de 1localizacidén ganglionar son
3 y extraganglionar 1 (en intestino delgado).

f).- LINFOMA DIFUSO MIXTO DE CELULA GRANDE Y PEQUENA:En
este grupo hemos estudiado 8 pacientes,2 hombres
y 6 mujeres,entre 30 y 81 afios.Dos pacientes estan
en estadio I,1 en estadio II,1 en estadio III y
-4 en estadio 1IV,2 de ellos con invasién de la médula
6sea.Cinco 1linfomas son de localizacidén ganglionar
y 3 extraganglionar (1 en pulmbén,l en estdémago y
1 en intestino delgado).Un paciente fallecié y en el
examen postmortem se puso de manifiesto enfermedad
diseminada. ~ |

g).- LINFOMA DIFUSO DE CELULA GRANDE:Aqui hemos
incluido 12 pacientes,8 hombres y 4 mujeres,entre
14 y 81 afios.Los pacientes se encuentran 5 en estadio

I,3 en estadio II,2 en estadio III y 2 en estadio
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IV,con invasién de 1la médula 6ésea.Ocho linfomas
son de localizacibén ganglionar y 4 extraganglionar
(3 en estémago y 1 en intestino delgado).

LINFOMAS DE ALTO GRADO DE MALIGNIDAD

h).- LINFOMA DE CELULA GRANDE INMUNOBLASTICO:Hemos
incluido 6 pacientes,5 hombres y 1 mujer,entre 50
y 84 afios,5 con 1linfomas de localizacidén ganglionar
y 1 extraganglionar (en intestino grueso).Dos pacientes
estan en estadio I,2 en estadio II,1 en estadio
IIT y 1 en estadio 1IV,adem&s con invasién de la
médula 6sea.Un paciente est&d afecto de sindrome
de Sjogren y otro con una LLC de 5 afios de evolucién
fallecid,demostréndose en la autopsia,un linfoma
inmunoblastico.

i).- LINFOMA LINFOBLASTICO:Hemos estudiado 4 pacientes,
2 hombres y 2 mujeres,con edades comprendidas entre
7 y 24 afios y 2 de ellos con 11,6 y 15 x 10%/1 linfo-
blastos en sangre periférica.Todos 1los pacientes
tienen masa mediastinica,2 estan en estadio II vy
2 en estadio 1IV,éstos con invasidén de 1la medula
bsea.

j).- LINFOMA DE CELULA PEQUENA NO HENDIDA:Aqui hemos
incluido 4 pacientes,hombres,entre 5 y 23 afios,3
con linfomas de localizacidén ganglionar y 1 extragan-
glionar (en intestino delgado).Un paciente se encuentra

en estadio I,1 en estadio II y 2 en estadio IV,con
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invasién de 1la médula bsea.Dos pacientes fallecieron,
uno de ellos con un sindrome de inmunodeficiencia
adquirida,encontrando en la autopsia una criptococosis
diseminada y ausencia de linfoma.En el otro paciente
se demostré masiva infiltracién del sistema nervioso
central.

MISCELANEA

En este grupo hemos estudiado 6 pacientes,3
con micosis fungoide y 3 con tricoleucemia.las edades
de 1 hombre ¥y 2 mujeres con micosis fungoide oscilan
entre 39 y 60 afios.Los 3 presentan afectacibédn cutanea
y uno de ellos,ademés,afectacidn ganglionar.Dos
pacientes estan en estadio I y 1 en estadio II.Ninguno
tiene invasién de 1la médula 6sea.lLas edades de 2
hombres y 1 mujer con tricoleucemia oscilan entre
40 y 53 afios,los 3 tienen afectacidén esplénica y
un porcentaje de tricoleucocitos en sangre periférica
de 3,7 y 10%,respectivamente.lLos 3 pacientes se
encuentran en estadio IV y tienen invasién de la
médula ésea.

C.~- MIELOMAS.

Aqui hemos estudiado 20 pacientes,7 con
mieloma solitario,1l1 con mieloma maltiple,1 con
un plasmocitoma extramedular bronquial y 1 con una
leucemia de células plasmidticas.Siete: pacientes

con mieloma solitario,5 hombres y 2 mujeres,entre
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34 y 71 afios,presentan lesiones osteoliticas Gnicas
(3 en vértebras,?2 en fémur,l1 en himero y 1 en costilla)
y ausencia de invasién de 1la médula O6sea.Dos de
5 pacientes tienen gammapatia monoclonal sérica
de tipo IgG/kappa ¥y ninguno proteinuria de Bence-
Jones.Once pacientes con mieloma maltiple,8 hombres
y 3 mujeres,entre 40 y 71 aﬁos,présentan maltiples
lesiones osteoliticas y 10 de ellos invasién de
la médula ésea (en 1 paciente no se practicd biopsia
medular y si biopsia hepética).Ocho pacientes tienen
gammapatia monoclonal sérica,3 IgG/lambda,l IgG/kappa,l
IgA/lambda,l IgA/kappa Yy 2 IgD/lambda.Cinco pacientes
tienen proteinuria de Bence-Jones,4 kappa y 1 lambda.
Siete pacientes se encuentran en estadio II y 4
en estadio III,3 de ellos con alteracidén de la funcidn
renal (creatinina sérica superior a 2 mg/100 ml),de
acuerdo con 1la clasificacibén de Durie y Salmon (27).
Ademés,hemos estudiado un hombre de 51 afios con
un plasmocitoma extramedular bronquial que tiene
gammapatia monoclonal sérica de tipo IgA/kappa Yy
ausencia de 1invasién de 1la médula Oésea.Un hombre
de 68 afios presenta una leucemia de células plasmaticas
asociada a una leucemia mielomonocitica crénica,M4
de la clasificacién FAB (4).En este paciente el
recuento de leucocitos en sangre periférica es de

97 x 10 g/l,con 25 x 10 9/l monocitos y 13,5 x 109
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/1 plasmocitos.La médula O6sea muestra infiltracién
por 1la doble neoplasia y no existe gammapatia monoclo-
nal sérica.

3.1.3.- MATERIAL DE LABORATORIO.

* Pipetas Pasteur,tubos de plastico de 5 ml,pipetas
gfaduadas de 0,01;5 y 10 ml,micropipetas de 1 a
50 1lambdas y 100 lambdas,camaras de incubacidn,porta-
objetos y cubres,agua destilada,suero fisioldgico
y agua amoniacal,Ficoll-metriozate (lymphoprep,densidad
1077 gr/1) (Winthrop),medio de cultivo RPMI 1640.
* Fijadores:B5 y formaldehido al 10%.

* Tampones:Tampén fosfato salino ph 7,2;tampbén veronal
acetato ph 7,6;tampdédn cacodilato sbédico 0,1 M;tampbdn
Sorensen ph 7,03 y tampén McIlvaine.

* Colorantes:Solucién‘ de Giemsa,solucidén de May-
Grunwald (Merck),solucidén de hematoxilina de Harris
y de Meyer,solucibén de eosina,reactivo de Schiff,piro-
nina GS,verde metilo GA,azul de metileno y azul
de toluidina.

* Productos quimicos:Alcohol etilico,metilico,xilol,ClH
0,01 N,sulfato de cobre,acido tartérico,acido perid-
dico,hexazonio de pararoﬁanilina,pararosanilina
libre de acridina,nitrito sbdico,acido acético,naftol
AS BI-fosfato,dimetil formamida,pepsina,cloruro
cllcico,hiposulfito sbédico,ioduro de lugol,alfa-
naftil acetato,3,3,diaminobencidina tetrahidroclorido,

acetona,acetato de wuranilo,acido fosfotingstico,dbxido
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de propileno,citrato de plomo,permanganato potasico,me-
tabisulfito potésico,alumbre férrico-ambénico,nitrato
de plata,hidréxido potésico y cloruro de oro amarillo.
* Medios de inclusiébn:Parafina (punto de fusibn
57¢ C) (Difco).Epon I (Epon 812,anhidrido dodecenil
succinico,anhidrido nonemil nédico),Epon II (Epon
I,tridimetil aminométil fenol).

* Medios de montaje:Medio sintético.Eukitt y glicerina.
* Anticuerpos:

Anticuerpo de cabra anti-inmunoglobulina humana
polivalente marcado con FITC (Behring).

Anticuerpo de cabra anti-cadena ligera kappa marcado
con FITC (Behring).

Anticuerpo de cabra anti-cadena ligera lambda marcado
con FITC (Behring).

Anticuerpo de cabra ‘anti—inmunoglobulina de ratén
marcado con FITC (Behring).

Anticuerpos especificos policlonales contra cadenas
pesadas IgM,IgD,IgG,IgA y caden;s ligeras kappa
y lambda (Biomeda).

IgG anti-ratén conjugada con biotina (Vector).
Anticuerpo monoclonal contra céiulas B (Biomeda):Iden-
tifica células B humanas y granulocitos.

Anticuerpo monoclonal contra células T (Biomeda):Iden-
tifica células T maduras.

Leu-1 (Becton-Dickinson):Identifica células T.
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Bl (Coulter Clone):Identifica linfocitos B.
OKB2 (Ortho):Identifica células B y granulocitos.

OKB7 (Ortho):Identifica células B humanas.

OKIal (Ortho):Identifica el complejo antigénico

DR humano expresado en células B,células T activadas
y monocitos.

OKT4 (Ortho):Idenfifica el subgrupo de 1linfocitos
T humanos inductores/colaboradores.

OKT6 (Ortho):Identifica timocitos humanos.

OKTS8 (Ortho):Identifica el subgrupo de linfocitos
T humanos supresores/citotdxicos.

OKT9 (Ortho):Identifica el receptor de la transferrina
humana.

OKT10 (Ortho):Identifica timocitos,células nulas,linfo-
citos activados y células precursoras.

OKT11 (Ortho):Identifica linfocitos humanos T que
. expresan el antigeno celular de superficie responsable
de la captacidn de los eritrocitos de carnero.

CALLA (Ortho):Identifica el antigeno de superficie
expresado por las células de la leucemia linfobléstica
aguda comin.

OKM1 (Ortho):Identifica monoéitos y granulocitos.
OKM5 (Ortho):Identifica monocitos y plaquetas.

* Kits de tincién:

Lymphoscan (Biomeda):Anticuerpos especificos correspon-

dientes.Reactivo de peroxidasa,15 ml.Tampbé4n crombgeno,
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2 ml.Crombégeno concentrado,2 ml.Peréxido de hidrdgeno
al 2%,1 ml.Hematoxilina de Mayer,15 ml.Reactivo
bloqueante,2 ml.Agua amoniacal,15 ml.Reactivo crombgeno
de trabajo (5 ml de agua destilada + 90 iambdas
de tampdén crombégeno + 45 lambdas de crombégeno concen-
trado,3-amino-9 etil carbazol + 45 lambdas de perdéxido
de hidrébgeno al 2%) .

Kit ABC Vectastain (Vector):Suero normal de caballo,3
ml.IgG anti-ratén conjugada con biotina,l ml.Avidina
DH,2 ml.Peroxidasa de caballo conjugada con biotina,?2
ml.Diluciones de trabajo (90 lambdas de suero normal
de caballo + 10 ml de PBS.45 lambdas de IgG anti-
ratén conjugada con biotina + 10 ml de PBS.90 lambdas
de avidina DH + 10 ml de PBS + 90 lambdas de peroxidasa
de caballo conjugada con biotina).

* Instrumentos:Microscopio Zeiss equipado con epifluo-
rescencia.Microscopio Olympus BH-2 equipado con
sistema de microfotografia.Microscopio electrdénico
Philips EM 400.Ultramicrotomo MT 2-B (Sorvall).Criosta-
to (Damon/IEC division).Microtomo.

3.2.- METODOS.

3.2.1.- MUESTRAS SANGUINEAS.

El estudio inmunolégico de 1las muestras
de sangre periférica se ha realizado en el banco
de sangre del Servicio de Hematologia y Hemoterépia
del Hospital "La Fé".Todas las muestras sanguineas

(10 ml) se han recogido sobre heparina (20 unidades/ml)
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como anticoagulante.Las células mononucleares se
han aislado en un gradiente de densidad con Ficoll-
Metriozate (1ymphoprep) por centrifugacién a 600
g,30 minutos.Previamente,éste se diluyéb 1/1,v/Vv
con medio de <cultivo RPMI 1640.A continuacidén las
células mononucleares se 1lavan 3 veces con PBS ph
7,2.

Las inmunoglobulinas de superficie se
han determinado mediante una técnica de inmunofluores-
cencia directa para 1lo cual se ajustan las células
mononucleares a 1 x 10 7células/ml en medio de cultivo
RPMI 1640.Después,se incuban con un anticuerpo de
cabra anti-inmunoglobulina humana marcado con FITC,du-
rante 30 minutos a 42 C y se lavan 3 veces con PBS.Por
Gltimo se identifica 1la presencia de cadenas pesadas
con un anticuerpo polivalente y de cadenas ligeras
kappa y lambda.

Los antigenos de diferenciacidén de linfocitos
B y T y monocitos se han determinado mediante una
técnica de inmunofluorescencia indirecta.Una vez
ajustadas 1las células mononucleares se incuban con
5 lambdas de 1la diluciébn adecuada de cada anticuerpo
monoclonal,durante 30 minutos a 4¢ C y se lavan
3 veces con PBS.A continuacién se incuban con el
anticuerpo de cabra anti-inmunoglobulina de ratén

marcado con FITC,durante 30 minutos a 42 C y se
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lavan 3 veces con PBS.Los anticuerpos monoclonales
que hemos utilizado son Leu-1 (Becton-Dickinson),OKT11,
OKT4,0KT8,0KIal,CALLA,OKT6,0KM1 (Ortho) y Bl (Coulter
clone).E1 recuento celular se ha efectuado en un
microscopio Zeiss equipado con epifluorescencia,contan-
do 200 células como minimo por cada determinacién.

3.2.2.- BIOPSIAS.

Con las biopsias de tejido ganglionar
o de otros 6rganos remitidas en fresco hemos procedido
de la siguiente manera:
A.- Efectuamos 10 improntas para estudio citolodgico
\' citoquimico.Estas se han tefiido con May-Grunwald-
Giemsa y las técnicas de citoquimia utilizadas incluyen
fosfatasas &cidas,tanto inhibidas como sin inhibir
con acido L*tartarico y esterasas &acidas.
B.~ Congelamos y almacenamos en nitrégeno 1liquido
una seccibén de tejido de 1x1 cm para estudio inmunolé-
gico.Del tejido congelado se realizan secciones
de 6 a 8 migras en un criostato,se colocan sobre
portaobjetos previamente bafiados con gelatina,se
fijan en acetona a 4¢ C durante 10 minutos y se
dejan secar a temperatura ambiente 1 hora.A continua-
cién determinamos 1las SIg mediante wuna técnica de
inmunoperoxidasa en 2 tiempos utilizando antisueros
policlonales,preparados comercialmente,contra cadenas

pesadas (IgM,IgD,IgG e IgA) y ligeras (kappa y lambda)
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de las inmunoglobulinas.Los antigenos de diferenciacidn
de 1linfocitos B,T y monocitos se han determinado
mediante un procedimiento de inmunoperoxidasa en
3 tiempos utilizando 1los anticuerpos monoclonales
contra células By T (Biomeda,Leu-1 (Becton-Dickinson),
OKB2,0KB7,0KIal,0KT4,0KT6,0KT8,0KT9,0KT11,CALLA,OKM1 ¥
OKM5 (Ortho).

C.- Preparamos pequefios fragmentos de tejido de
1x1 mm para estudio ultraestructural.Estos se fijan
de 2 a 4 horas y a 42 C en una solucidn de glutaral—
dehido al 2% en tampbédn Sorensen,se lavan y mantienen
2 horas més,se introducen en &cido ésmico al 1%
2 horas a 49 C y se lavan €n tampdn Sorensen 2 horas
a 42 C.Después 1los fragmentos se pasan por acetona
al 30 y 50% durante 30 minutos,por acetona al 70%
con acetato de wuranilo a saturacién con acido fosfo-
tingstico al 2,5% durante 5 horas,se lavan en acetona
al 70 y 90% 30 minutos y se mantienen en acetona
al 100% con sulfato de cobre deshidratado durante
30 minutos.A continuacidén,los fragmentos se colocan
en ©6xido de propileno y Epon I en proporciones de
3:1,3:3 y 1:3 durante 1,2 y 5 horas,respectivamente, se
incluyen en Epon I durante 24 horas y se confeccionan
los bloques en Epon II durante 48 horas a 60-70°C.
Los cortes semifinos tefiidos con azul de toluidina

se seleccionan y del bloque deseado se obtienen,en
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un ultramicrotomo,cortes ultrafinos.Estos se tifien
con citrato de plomo al 1% en agua destilada durante
7 minutos y se examinan en un microscopio electrdénico
"Philips EM 400".

D.- Fijamos el tejido restante en B5 y sobre éste
y el tejido remitido en .formaldehido realizamos
el estudio histopatolégico e inmunolbégico tras su
inclusién en parafina.Secciones del tejido remitido
en fresco se fijan en BS5 de 60 a 90 minutos,se deshi-
dratan en alcohol de 702 entre 24 y 48 horas y se
pasan directamente a la inclusibn automatica habitual
en parafina.Para eliminar 1los cristales de mercurio,
después del desparafinado e hidratacién,las secciones
tisulares se someten a un Dbafio de lugol 5 minutos,
posteriormente se blanquean con hiposulfito sédico
al 5% 3 minutos y se aclaran con agua destilada.ﬁl
tejido remitido en formaldehido al 10%,tras un periodo
de tiempo no superior a 24 horas,se procesa en un
Shandon 2LE y se incluye en par;fina.Secciones de
5 a 6 micras de espesor,obtenidas de 1los bloques
de parafina,se tifien con hematoxilina eosina,giemsa,
dcido peridédico de Schiff (PAS),reticulina de Gomori
y verde metilo pironina.Sobre 1las secciones del
tejido incluido en parafina se aplica una técnica
de inmunoperoxidasa en 2 tiempos para identificar

inmunoglobulinas intracitoplasmaticas (Clg).
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3.2.3.- TECNICAS DE TINCION.

A.- IMPRONTAS.

TINCION DE MAY-GRUNWALD-GIEMSA
Soluciébn de trabajo May-Grunwald:Reactivo de May-
Grunwald 2/3 + etanol 1/3.
Solucién de trabajo Giehsa:Réactivo de Giemsa 1/6
+ agua destilada 5/6. |
Procedimiento:Solucién de May-Grunwald 8 minutos.Lavar
con agua.Solucién de Giemsa 10 minutos.Lavar con
agua.Dejar secar y montar con Eukitt.

REACCION DE FOSFATASAS ACIDAS
Solucidén A:Mezclar 6 gotas de solucidén de pararosanili-
na al 4% con 6 gotas de solucidén de nitrito sédico
al 4%.Una hora después se disuelven en 30 cc de
tampén veronal-acetato ph 7,6.Después se ajusta
el ph a 5,1.
- Solucidn B:Disolver 10 mg de Naftol-As-Bi-fosfato
en 1 cc de dimetil-formamida.
Procedimiento:Mezclar y filtrar las soluciones A
y B.Para efectuar 1las fosfatasas &acidas inhibidas
se afiade a 1la mezcla de incubacidn 75 mg de &cido
tartidrico por cada 10-ml.Incubar de 4 a 10 horas.Lavar
con agua corriente.Colorear con una solucidn de
hemalumbre durante 10 minutos y diferenciar en agua
corriente.Montar con glicerina.lLa actividad enzimatica

se detecta por un precipitado rojo intenso en el
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citoplasma de las células.

REACCION DE ESTERASAS ACIDAS
Las preparaciones se fijan durante 4 minutos en
una solﬁcién de formaldehido al 4% con tampbén cacodila-
to sbédico 0,1 M y se dejan secar al aire.
Solucidn A:Disolver 2 gr de pararosanilina 1libre
de acridina en 50 cc de HC1 2 N.
Solucibén B:Solucidén de nitrito sbédico al 4%.
Mezclar 1 cc de ambas soluciones.
Soluciébn del substrato:Disolver 10 mg de alfa-naftil
acetato en 0,4 cc de acetona.lLa solucién de pararosani-
lina nitrificada y tamponada se afiade a la solucidn
del substrato y se equilibra el ph a 5,8.
Procedimiento:Incubar 2 horas a temperatura ambiente,.
Colorear con una solucién de hemalumbre durante
10 minutos.Lavar con agua corriente.Montar con gliceri-
na.La actividad enzimitica se detecta por una colora-
cién rojo parda en el <citoplasma de 1las células.
B.~ CORTES EN PARAFINA.

TINCION CON HEMATOXILINA EOSINA
Desparafinar e hidratar en agua destilada.Tefiir
con hematoxilina de Harris durante 5 a 10 minutos.Lavar
con agua corriente.Diferenciar ré&pidamente en una
solucidén de alcohol clorhidrico.Lavar con agua corrien-
te.Pasar por agua ambénica.Lavar con agua corriente.Te-
fiir con eosina durante 3 a 5 minutos.Pasar por alcohol

de 96¢2,alcohol absoluto y xilol.Montar con Eukitt.
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TINCION DE GIEMSA
Desparafinar e hidratar en agua destilada.Tefiir
durante 1 hora con una solucién de 100 cc de agua
destilada y 20 cc de giemsa.lLavar 1los cortes en
una solucién de 100 cc de agua destilada a la que
se le ha afiadido 5 gotas de acido acético,durante
5 segundos.Diferenciar en alcohol de 8962 hasta conse-
guir la coloracibén adecuada.Frenar la diferenciaciébn
en isopropanol durante 5 minutos.Pasar 1los cortes
por xilol.Montar con Eukitt.
TINCION DE PAS

Desparafinar e hidratar en agua destilada.Introducir
los cortes en acido periddico al 1% durante 30 minutos.
Lavar en agua corriente 10 minutos.Lavar en agua
destilada.Tefiir con el reactivo de Schiff a 37°¢
C hasta que 1los cortes adquieran una coloracidn
sonrosada.Lavar en agua corriente 15 minutos.Tefiir
con hematoxilina de Harris diluida 1/3 en agua destila-
da durante 3 minutos.Deshidratar en alcoholes,aclarar
en xilol y montar con Eukitt.

TINCION DE RETICULINA DE GOMORI
Desparafinar e hidratar los coftes en agua destilada.
Oxidar mediante permanganato potéasico al 1%,2 minutos.
Aclarar en agua corriente.Decolorar mediante metabisul-
fito potéasico al 2%,1 minuto.lLavar en agua corriente,5

minutos.Introducir los cortes en alumbre férrico-
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ambédnico al 2% 1 minuto.Lavar en agua corriente 2
minutos.Impregnar con una solucién de hidrbéxido
potésico-plata amoniacal 1 minuto (nitrato de plata
al 10% + hidrbéxido potésico al 10% + agua amoniacal
al 28% + agua destilada).Lavar en agua destilada.Redu-
cir con wuna solucién de formol al 2% 3 minutos.Pasar
por cloruro de oro amarillo al 1% durante 10 minutos.
Lavar con agua destilada.Pasar por metabisulfito
potasico al 2% 1 minuto.Fijar con wuna solucidn de
hiposulfito sédico al 5% 1 minuto.Lavar en agua
corriente.Deshidratar en alcohol de 962,alcohol
absoluto y aclarar en xilol.Montar con Eukitt.

TINCION DE VERDE METILO PIRONINA
Desparafinar e hidratar en agua destilada.Tefiir
con la solucidén de trabajo de verde metilo pironina
15 minutos (pironina G.S. 2 ml + verde metilo G.A.
4 ml + tampén McIlvaine 50 ml + agua destilada 50
ml).Lavar en agua destilada.Diferenciar en acetona.In-
troducir en una solucidén de xilol y acetona al 50%

2 minutos.Aclarar con xilol y montar con Eukitt.

3.2.4.- PROCEDIMIENTOS DE INMUNOPEROXIDASA.
A.- CORTES EN CONGELACION. |

PROCEDIMIENTO DE INMUNOPEROXIDASA EN 2 TIEMPOS
Hidratar las secciones de tejido en PBS 3 minutos.Incu-
bar con 90 nl del antisuero policlonal especifico

(IgM,IgD,IgG,IgA,kappa ¥y lambda) 20 minutos.Lavar
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con PBS 3 minutos.Incubar con 90 nl del reactivo
de peroxidasa 10 minutos.Lavar con PBS 3 minutos.Incu-
bar con 180 nl del reactivo crombégeno de 10 a 20
minutos.Lavar con agua destilada.Tefiir con 90 nl
de hematoxilina de Mayer 6 minutos.Lavar con agua
destilada.Contrastar con 90 nl de agua amoniacal.Acla-
rar con agua destiléda.Montar con glicerina.

Para cada grupo de determinaciones hemos realizado
un control negativo y un control positivo.En el
control negativo 1incubamos con PBS en 1lugar del
antisuero especifico con el fin de conocer si existe
tincién inespecifica de 1la peroxidasa o actividad
tisular endbgena de tipo . peroxidasa.Como control
positivo hemos wutilizado una seccidén de tejido que
contiene el antigeno sometido a estudio,procesandola
de forma paralela,para verificar si 1la tinciébén es
favorable.

PROCEDIMIENTO DE INMUNOPEROXIDASA EN 3 TIEMPOS
Hidratar las secciones de tejido en PBS 3 minutos.Incu-
bar con 90 nl del suero normal de caballo 15 minutos.
Incubar con 20 nl del anticuerpo monoclonal correspon-
diente 30 minutos.Lavar 3 miﬁutos con PBS.Incubar
con 90 nl de IgG anti-ratén conjugada con biotina
30 minutos.Lavar 3 minutos con PBS.Incubar con 180
nl del complejo de avidina y peroxidasa de caballo

conjugada con biotina 30 minutos.lLavar 2 veces con
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PBS 3 minutos.Incubar con el substrato 5 minutos
(soluciébn de 1 a 3 mg/ml de 3,3 diaminobencidina
en 0,01% de agua oxigenada en PBS).También se puede
utilizar como substrato el 3-amino-9-etil carbazol.LlLa-
var 2 veces con PBS 3 minutos.Lavar con agua destilada.
Colorear con una solucién de sulfato .de cobre 5
minutos (0,5% de sulfato de cobre en suero fisioldgi-
co).Aclarar con PBS.Lavar con aéua destilada.Tefiir
con azul de metileno 5 minutos (1% en agua destilada).
Aclarar con alcohol etilico absoluto y 1luego con
xilol.Montar con un medio sintético (Eukitt).Si
se emplea el 3-amino-9-etil carbazol como substrato
se tifie con hematoxilina de Mayer y se monta con
glicerina.

En cada grupo de determinaciones el control negativo
se obtiene incubando ’una seccién tisular con PéS
en lugar del anticuerpo monoclonal y una tincidn
densa e inespecifica aparece en los mastocitos,leucoci-
tos neutréfilos y eosinéfilos.I;terpretamos como
tinciébn de superficie 1la presencia de wun anillo
periférico de color rojo o marrdn oro sobre la membrana
celular y como tincién citoﬁlésmica la presencia
de un precipitado rojo granular en el interior del
citoplasma celular.

B.- CORTES EN PARAFINA.

El procedimiento de inmunoperoxidasa en 2 tiempos
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es 1idéntico al que se aplica en el tejido congelado
excepto 2 etapas que se realizan antes de la incubacidn
con el antisuero especifico.En primer lugar se somete
el tejido a 1la accién de wuna solucidn de pepsina
(0,1% de pepsina + 0,1% de cloruro célcico en PBS),du-
rante 30 minutos a 372 C.En segundo lugar se incuba
con 90 nl del reactivo bloqueante de la peroxidasa
endbégena (1 ml de metanol + 90 nl del reactivo blo-
queante),durante 3 minutos.

En cada grupo de determinaciones efectuamos también
un control negativo y un control positivo.La inmunoglo-
bulina intracitoplasméitica se identifica por una
tincién granular densa de color rojo en el interior
del citoplasma de las células.

3.2.5.~- ESTUDIOS REALIZADOS.

A.- ESTUDIO DE LAS CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS
- PACIENTES CON LINFOMAS NO HODGKINIANOS Y MIELOMAS.

Hemos analizado la frecuencia y distribucién
de 106 linfomas no hodgkinianos agrupados segun
la clasificacibn de 1la Formulacidédn Internacional
de Trabajo (94).Ademds,hemos efectuado un anélisis
estadistico de 1los parémetros. edad,sexo y estadio
clinico-patolégico de los pacientes con 1linfomas
no hodgkinianos y mielomas,estudiando por separado
los linfomas primarios . gastrointestinales y 1los

mielomas mGltiples y solitarios.
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El examen de 1los patrones histolbgicos
de invasidén medular en 26 LLC nos ha permitido estudiar
la relacién entre éstos y los estadios clinicos
de la "International Workshop" (11).

B.- ESTUDIO HISTOPATOLOGICO E INMUNOLOGICO.
CARACTERIZACION CITO-HISTOLOGICA Y ULTRAESTRUCTURAL DE
LOS LINFOMAS NO HODGKINIANOS Y MIELOMAS.

Hemos estudiado las caracteristicas histolé-
gicas de 106 1linfomas no hodgkinianos y 20 mielomas,
realizando ademés,un estudio citolbégico y citoquimico
en improntas asi como ultraestructural,en los casos
en los que 1la muestra de tejido fué recibida en
6ptimas condiciones.

CARACTERIZACION  HISTOLOGICA E INMUNOLOGICA DE LOS
ORGANOS LINFOIDES.

Aqui hemos estudiado 1las caracteristicas
histolégicas,organizacibn inmunolégica y el patrdn
de tincién con SIg y anticuerpos monoclonales de
14 O6rganos linfoides con hiperplasia folicular inespe-
cifica,correspondientes a 9 ganglios 1linfaticos,una
amigdala,S bazos y 1 timo. | _
CARACTERIZACION INMUNOLOGICA DE LOS LINFOMAS NO

HODGKINIANOS Y MIELOMAS.

Hemos determinado el fenotipo inmunolégico

de 100 1linfomas no hodgkinianos vy 20 mielomas.En

82 linfomas incluidos en parafina,identificando
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CIg y en 27 muestras de tejido congelado y 23 muestras
de sangre periférica detectando SIg y antigenos
de diferenciacién linfocitarios.En los linfomas
foliculares también hemos estudiado el patrén de
tincidn con inmunoglobulinas del manto folicular
que rodea a las células centrofoliculares.En 20
mielomas,incluidos en parafina,identificando Clg
y en 1 muestra de tejido congelado detectando SIg
y antigenos de diferenciacién linfocitarios.
CARACTERIZACION DE LA POBLACION Y SUBPOBLACIONES
DE LINFOCITOS T EN LOS ORGANOS LINFOIDES,LINFOMAS
NO HODGKINIANOS Y MIELOMAS.

En 1los oérganos linfoides con hiperplasia
folicular inespecifica,exceptuando el timo,en 25
linfomas no hodgkinianos y en 1 mieloma hemos estudiado
la poblacién y subpoblaciones de linfocitos T,efectuan-
do un recuento de 100 células por campo microscédpico
a 400 x y registrando el>nﬁmero de células positivas
con los anticuerpos monoclonales OKT11,0KT4 y OKT8.En
todos 1los casos el recuento se ha efectuado en 3
dreas diferentes calculando las medias y desviaciones
standard correspondientes a cada area.En las hiperpla-
sias y linfomas foliculares el recuento se ha efectuado
en 3 areas foliculares e interfoliculares distintas.Es-
to nos ha permitido realizar un andlisis diferencial

de 1la poblacidén y subpoblaciones de 1linfocitos T
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entre las hiperplasias foliculares reactivas y linfomas
foliculares y también en 1los 1linfomas difusos vy
mielomas.

ESTUDIO DEL FENOTIPO INMUNOLOGICO Y EXPRESION MONOCLO-
NAL DE CADENAS LIGERAS EN RELACION CON EL SISTEMA
DE CLASIFICACION DE LOS LINFOMAS NO HODGKINIANOS.

Hemos analizado el fenotipo B o T Yy la
monoclonalidad de cadenas ligeras kappa o lambda
de 100 linfomas no hodgkinianos agrupados en 3 catego-
rias de malignidad segin 1la clasificacién de la
Formulacién Internacional de Trabajo (94).

3.2.6.- METODO ESTADISTICO.

Para el andlisis estadistico se ha utilizado
un ordenador programable tipo '"Hewlet Packard" y
el lenguaje con el que hemos trabajado ha sido el
"Basic!".De esta manera hemos podido calcular una
serie de datos como la media,desviacidén standard
(D.S),distintos porcentajes y ratios (H/M y OKT4/O0KT8),
asi como 1los niveles de significacidén segln el test
"t de Student" (102).En cuanto a 1los niveles de
significacidén se considera que hay diferencia estadis-
ticamente significativa cuando p es inferior a 0,05

(102).
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IV.- RESULTADOS.
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4.1.- RESULTADOS DEL ESTUDIO DE LAS CARACTERISTICAS

CLINICAS DE LOS PACIENTES CON LINFOMAS NO HODGKINIANOS

Y MIELOMAS.

En 1la figura 1 se presenta la frecuencia
y distribucién de 106 1linfomas agrupados segin la
clasificacién de 1la Formulacién Internacional de
Trabajo (94).Como se puede ver,el linfoma més frecuente
en nuestro estudio es el 1linfocitico pequefio con
43 casos (40,5%),correspondiendo 26 casos (24,5%)
a LLC,16 casos (15%) a linfomas plasmocitoides vy
1 caso (0,9%) a 1linfomas T-periféricos.lLos linfomas
foliculares,en conjunto,son 19 casos (17,9%),correspon-
diendo 9 casos (8,5%) a linfomas de célula pequefia
hendida,6 casos (5,6%) a 1linfomas mixtos y 4 casos
(3,8%) a linfomas de célula grande.24 (22,6%) linfomas
son difusos de grado intermedio de malignidad;4
(3,8%) de célula pequefia hendida,8 (7,5%) mixtos
y 12 (11,3%) de célula grande.En el grupo de linfomas
de alto grado de malignidad,6 (5;6%) son linfomas
inmunoblésticos y 4 (3,8%) cada uno linfomas linfoblAas-
tico y de célula pequefia no hendida.En el grupo
de miscelénea,3 (2,8%) son micosis fungoides y 3
(2,8%) tricoleucemias.

Las edadés medias,desviaciones standard
e intervalos de edad de 106 pacientes en los diferentes

grupos de linfomas, junto al nimero de casos y relacién
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entre hombres y mujeres,aparecen en el cuadro VIII.Como
se puede apreciar no hay diferencias estadisticamente
significativas entre las edades medias de los pacientes
con linfomas 1linfocitico pequefio,folicular y difuso
de grado intermedio de malignidad,que corresponden

a 61,2 X 14,6 afios (17-87), 56,1%11,2 afios (36-78)

y 59,0 % 16,1 afios (14-81),respectivamente.Por el
contrario,si hay diferencia estadisticamente significa-
tiva (p«¢0,05) entre 1la edad media de los pacientes
con linfoma inmunoblastico que es 67,8 i11,7 anos
(50-84) y 1la edad media de los pacientes con linfoma
folicular que es 56,1 11,2 afios (36-78).Dentro de
los linfomas linfociticos pequefios hemos incluido
a las LLC y 1linfomas plasmocitoides,sin observar
diferencias significativas entre 1las edades medias
de estos pacientes que son 63,9 ¥11,8 afios y 56,4
’ i17,5 afios,respectivamente.El intervalo de los pacien-
tes con LLC estd entre 43 y 87 afios,mientras que
en los pacientes con 1linfoma plasmocitoide éste
se sitGa entre 17 y 82 afios.Una diferencia estadistica-
mente significativa (p¢0,05) se ha puesto de manifiesto
entre la edad media de los pacientes con linfomas,lin-
foblédstico y de célula pequefia no hendida,que es
16,0%7,1 afios (7-24) y 15,7%6,8 afios (5-23),respectiva-
mente y la de 1los pacientes en 1los demAs grupos

de 1linfomas.La edad media de los pacientes con micosis
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fungoide es 51,0 ¥8,8 afios (39-60) y de los pacientes
con tricoleucemia de 46,6%5,3 afios (40-53).

El estudio de 1la relacién entre hombres
y mujeées (ratio H/M) ha revelado un ligero predominio
de 1los hombres sobre 1las mujeres en los grupos de
linfoma folicular y tricoleucemia,y viceversa en
el grupo de micosis fungoides.La ratio H/M es de
1 en los grupos de linfoma linfocitico pequefio,linfoma
difuso de grado intermedio de malignidad y linfoma
linfoblastico.Dentro de los 1linfomas 1linfociticos
pequefios,en el grupo de LLC hay un ligero predominio
de 1las mujeres sobre los hombres (Ratio H/M:0,7),mien-
tras que en el grupo de linfomas plasmocitoides
ocurre 1lo contrario (ratio H/M:1,2).En 1los grupos
de 1linfomas inmunoblastico y de célula pequefia no
hendida hay wun claro predominio de los hombres sobre
las mujeres.

En 1las figuras 2,3 y 4 se presentan los
estadios clinicos segin la clasificacién de Ann
Arbor (18) de 32 pacientes con linfomas de bajo
grado,28 con linfomas de grado intermedio y 14 con
linfomas de alto grado de malignidad,respectivamente.
Como se puede ver 20 (62,5%) de los pacientes con
linfomas de bajo grado de malignidad se encuentran,en
el momento del diagndstico,en estadio IV y de ellos

19 (95%) presentan invasién de 1la médula 6sea.En
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este grupo ,2 (6,2%) pacientes estan en estadio I,4

,
(12,5%) en estadio II y 6 (18,7%) en estadio III.10
(35,7%) de los pacientes con linfomas de grado interme-
dio de malignidad estan en estadio IV y de ellos
7 (70%) tienen invasién dé la médula 6sea.Ademéas,8
(e8,5%),5 (17,8%) y 5 (17,8%) de 1los pacientes en
este grupo se encuentran en estadio I,II y III,respec-
tivamente.En el grupo de 1linfomas de alto grado
de malignidad 5 (35,7%) pacientes estan en estadio
IV y todos presentan invasién de la médula 6sea.Aqui,3
(21,4%) pacientes estan en estadfo I,5 (35,7%) en
estadio IT y 1 (7,1%) en estadio III.

En 1las figuras 5 y 6 aparecen los estadios
clinicos de 6 pacientes con 1linfoma inmunobléastico
y de 8 pacientes con 1linfomas,linfobléstico y de
célula pequeiia no hendida,respectivamente.En el
grupo de 1linfomas inmunoblésticos,2 (33,3%) pacientes
estan en estadio I,2 (33,3%) en estadio II,1 (16,6%)
en estadio III y sbélo 1 (16,6%) en estadio IV,con
invasién de 1la médula 6sea.Sin embargo,en el grupo
de linfomas,linfoblastico y de <célula pequefia no
hendida, 4 (50%) pacientes. estan en estadio IV vy
todos tienen invasién de 1la médula 6sea,l (12,5%)
paciente est4d en estadio I y 3 (37,5%) en estadio
II.En estadio III no hemos encontrado ninglin paciente.

En las figuras 7 y 8 se muestran los estadios
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clinicos de 3 pacientes con micosis fungoide y de
3 pacientes con tricoleucemia,respectivamente.Mientras
que en el grupo de micosis fungoides,2 (66,6%) pacien-
tes estan en estadio I y 1 (33,3%) en estadio II,en
el grupo de tricoleucemias los 3 pacientes se encuen-
tran en estadio IV y con invasién de la meédula 6sea.
Una estrecha relacién entre 1los patrones
histolégicos de invasién medular y 1los estadios
clinicos de la "International Workshop" (11) se
ha puesto de manifiesto en 26 LLC,tal y como se
muestra en 1la figura 9.En estadio A,5 (29%) pacientes

tienen un patrén nodular de invasién medular,6 (35%)

un patrén intersticial,5 (29%) un patrén mixto ¥y

1 (6%) un patrén difuso.En estadio B,3 (60%) pacientes
tienen un patrén intersticial,1 (20%) un patrén
mixto y 1 (20%) un patrdén difuso.Entre los pacientes
en estadio C,1 (25%) tiene un patrén mixto y 3 (75%)
un patrén difuso.

En el cuadro IX se presenta la edad media

e intervalo y ratio H/M de 12 pacientes con linfoma

o

1 gastrointestinal, junto al nimero de casos y locali-
zacién de 1los mismos.Estos suponen el 11,3% de 1los
linfomas no hodgkinianos y la edad media de presenta-
cién de 1los pacientes es 51,6%21,9 afios (15-84).Hay

un ligero predominio de los hombres sobre las mujeres 7

ya que la ratio H/M es 1,4 y con respecto a la locali-
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zacibén,7 (58%) linfomas se encuentran en el estbmago,4
(33%) en el intestino delgado y 1 (8%) en el intestino
grueso.

En 1la figura 10 aparece la distribucidn
y porcentajes de los diferentes tipos histolégicos
de 1linfoma 1°¢ gastrointestiﬁal.Como se puede apreciar
10 (83,3%) linfomas son difusos y 2 (16,6%) linfomas
foliculares.De 1los primeros,4 (33,3%) y 2 (16,6%)
linfomas son de célula grande y mixtos,respectivamente,
mientras que los linfomas,de célula pequefia hendida,in-
munoblastico,de célula pequefia no hendida y plasmoci-
toide representan el 8,3% (1 1linfoma) cada uno de
ellos.De los segundos,los -‘linfomas foliculares de
célula pequefia hendida y de célula grande corresponden
a un 8,3% (1 linfoma) cada uno de ellos.

Como se puede ver en la figura 11 y mediante
el sistema de estadiaje de Blackledge modificado
(91),2 (16,6%) pacientes con linfoma 19 gastrointesti-
nal estan en estadio I,3 (25%) en estadio II,3 (25%)
en estadio III y 4 (383,3%) en estadio 1IV,de los
que 2 (50%) presentan invasién de la médula 6sea.El
porcentaje de pacientes en estadio IV es similar
al observado en 1los pacientes con linfomas de grado
intermedio de malignidad,si bien en éstos el porcentalde
de invasién de 1la médula 6sea es superior (70%)

al de 1los pacientes con linfoma gastrointestinal

81



(50%) .

En el cuadro X figuran las caracteristicas
clinicas de 20 pacientes con mieloma.Once (55%)
mielomas son maltiples y 7 (35%) solitarios.Un plasmo-
citoma extramedular bronquial y una leucemia de
células plasmaticas constituyen el 10%.No se observa
diferencia significativa entre la edad media de
los pacientes con mieloma maltiple que es 52,0313,7
afios (40-71) y mieloma solitario que es 57,5%7,8
afios (34-71) y en ambos grupos hay un claro predominio
de los hombres sobre 1las mujeres.De acuerdo con
la clasificacién de Durie y Salmon (27),7 (64%)
pacientes con mieloma mGltiple se encuentran en
estadio II y 4 (36%) en estadio III.De éstos,3 (75%)
pacientes tienen alteracién de 1la funcidén renal
y por 1lo tanto se <clasifican en el subgrupo B.Pér
otro lado,2 de 5 (40%) pacientes con mieloma solitario,
8 (73%) con mieloma mQltiple y 1 con plasmocitoma
extramedular tienen gammapatia mono;lonal sérica.Sb6lo
5 (45%) pacientes con mieloma miltiple tienen proteinu-
ria de Bence-Jones.

En el cuadro XI figuran los tipos de inmuno-
globulinas detectadas mediante inmunoelectroforésis,en
los pacientes con mieloma.IgG/kappa son la cadena
pesada y 1ligera de inmunoglobulina encontrada en

2 de 5 pacientes con mieloma solitario.En los pacientes
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con mieloma maltiple,IgG/lambda son las cadenas
de 1inmunoglobulina detectadas con mayor frecuencia.En
el  paciente con plasmocitoma extramedular se ha
detectado IgA/kappa.Es interesante comentar la existen-
cia de 2 mielomas mGltiples IgD/lambda y la negatividad
de 3 mielomas maltiples,3 mielomas solitarios vy
1 leucemia de células plasmaticas.

4.2.- RESULTADOS DE LA CARACTERIZACION CITO-HISTOLOGICA

Y ULTRAESTRUCTURAL DE LOS LINFOMAS NO HODGKINIANOS

Y MIELOMAS.

Las LLC se caracterizan por una proliferacidn
monomorfa de linfocitos pequefios con escaso citoplasma
y nicleo redondo (figura 12) que en improntas,debido
a su fragilidad,se fragmentan con frecuencia dejando
un resto nuclear 1libre o '"sombra de Gumprecht'".En
la médula 6sea se disponen en un patrén nodular,inters-
. ticial,mixto o difuso y en 1los ganglios linfaticos
alterando difusamente 1la arquitectura con presencia
de centros de proliferacién.Es en éstos,donde se
observan prolinfocitos y parainmunoblastos.Desde
el punto de wvista ultraestructural,los linfocitos
pequefios,de 5 a 8 micras,tienén un nacleo redondo
con heterocromatina central y marginal y un pequefio
nucleolo.El escaso citoplasma contiene aisladas
mitocondrias,reticulo endopldsmico y ribosomas libres

Jjunto a alguna figura de mielina.



En 1la leucemia prolinfocitica,las células
linfoides,que se disponen difusamente en el tejido
esplénico,a veces con un patrén seudofolicular,son
de peqﬁeﬁo tamafio y tienen un nacleo redondo e hiper-
cromdtico con un nucleolo central y escaso citoplasma .
El estudio mediante microscopia electrbnica ha demos-
trado en las células 1linfoides,un contorno nuclear
regular,un pequefio nucleolo central y una polarizacidn
de los orgénulos citoplésmicos,principalmente,numerosas
mitocondrias.

La caracteristica mas importante del linfoma
T-periférico es 1la expansibén de la zona paracortical
por una proliferacién de 1linfocitos pequefios con
nGcleo irregular,hipercromitico y escaso citoplasma, que
comprime foliculos linfoides residuales.En éstas
&reas,las células presentan un halo claro periférico
y positividad puntiforme de localizacidn centrosdmica
paranuclear en su citoplasma con fosfatasas y esterasas
4cidas.También se observa numerosas vénulas de pared
epitelioide y células plasmiticas de 1localizacidn
perivascular.

Los 1linfomas plasmocitoides se caracterizan
por una proliferacidén de linfocitos pequefios,células
con diferenciacidén plasmocitoide y plasméticas (figura
13) Jjunto a aislados inmunoblastos,que se disponen

de forma difusa alterando la arquitectura ganglionar
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habitual.Las células con diferenciacién plasmocitoide
y plasmiticas tienen nicleos redondos y excéntricos,asi
como citoplasmas baséfilos con la tincidén de giemsa,que
ademds son PAS y verde metilo pironina positivos.En
8 (50%) linfomas hemos demostrado inclusiones intraci-
toplédsmicas PAS positivas de inmunoglobulina y en
5 (31%) inclusiones intranucleares.Un material hialino
PAS positivo en el interior de los vasos y un elevado
nimero de mastocitos son otras caracteristicas de
éstos linfomas.Ultraestructuralmente,las células
linfoplasmocitoides presentan un nGcleo de mayor
tamafio que el de 1los linfocitos,una reduccibébn de
la cromatina marginal y un nucleolo.El citoplasma
contiene mitocondrias dispersas,abundante reticulo
rugoso,ribosomas 1libres y un aparato de golgi bien
desarrollado (figura 14).En el interior del nacleo,ci-
toplasma y a veces en el intersticio aparecen inclusio-
nes unicas o maltiples de inmunoglobulina.

Los 1linfomas foliculares se definen histolé6-
gicamente por presentar,en al menos el 25% de su
superficie,un patrén de crecimiento folicular,tal
y como puede observarse en la figura 15.Los foliculos
neoplasicos son de tamafio y morfologia uniformes,se
disponen difusamente en el tejido ganglionar o espléni-
co y se encuentran rodeados,en 11 de nuestros 19
linfomas,por un manto de 1linfocitos pequefios.Las

dreas T entre los foliculos se encuentran parcialmente
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conservadas y contienen estructuras vasculares,linfoci-
tos y células plasmaticas.

En el 1linfoma folicular de célula pequefia
hendida,los foliculos estan constituidos,principalmen-
te,por células pequefias con nicleos hendidos e irregu-
lares,sin evidentes nﬁcleolos y escaso citoplasma, junto
a una proporcién de células grandes de aspecto centro-
blastico no superior al 5%.Estas tienen un nGcleo
redondo u oval con varios nucleolos adosados a la
membrana nuclear y un citoplasma moderadamente amplio
y basbéfilo.Las figuras de mitosis son poco numerosas.

En el 1linfoma folicular mixto se observa
junto a células pequefias una proporcién de células
grandes entre el 6 y 15% (figura 16).Estas presentan
un nGcleo vesicular,redondo u oval,con o sin hendiduras
Y un citoplasma escaso y basé6filo.Las células grandes
no hendidas muestran de 1 a 3 nucleolos adosados
a la membrana nuclear.Las figuras de mitosis son
més frecuentes.

En el linfoma folicular de célula grande,ade-
mé&s de células pequefias hendidas,hay una proporcidn
de células grandes,generalmente no hendidas y con
citoplasma baséfilo,que oscila entre el 15 y 50%.En
este grupo la actividad mitbética es més elevada.

Por otro lado,hemos observado bandas de

esclerosis en 6 de 9 1linfomas de célula pequefia
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hendida,en 3 de 6 linfomas mixtos y en 3 de 4 linfomas
de célula grande.En 5 linfomas de célula pequefia
hendida,en 4 mixtos y en 3 de célula grande hemos
encontrado areas difusas.

El estudio mediante microscopia electrdénica
ha puesto de manifiesto células de pequefio a mediano
tamafio,entre 6 y. 10 micras,con nGcleos de contornos
irregulares,angulados y hendidos,con heterocromatina
central y sobre todo marginal y un nucleolo pequeiio
(figura 17).E1l citoplasma moderadamente amplio alberga
mitocondrias,ribosomas y poliribosomas,reticulo
endopléasmico y aislados lisosomas.Las células grandes
con un tamafio de 12 a 14 micras presentan nacleos
redondos u ovales,a veces c¢on invaginaciones ,con
cromatina difusa y maltiples nucleolos de localizaciébn
marginal.Algunos orgénulos y numerosos ribosomas
estan presentes en un citoplasma amplio.Junto a
esta celularidad linfoide se identifican células
de morfologia estrellada y triangular con largas
prolongaciones citoplésmicas y a veces uniones desmosé-
micas,correspondientes a células reticulares dendriti-
cas (figura 18). |

En la categoria de grado intermedio de
malignidad,los 1linfomas de célula pequefia hendida,mix-
tos y de célula grande se caracterizan por un patrén

de crecimiento difuso.
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El 1linfoma difuso de célula pequefia hendida
que representa la contraparte difusa del 1linfoma
folicular de célula pequefia hendida tiene idénticas
caracteristicas citolébgicas y ultraestructurales
a éste.Con frecuencia se observan grupos de células
plasméticas perivasculares,una notable actividad
mitdética y en 2 de nuestros casos,finas bandas de
esclerosis.

Los linfomas difusos mixtos de célula
grande y pequefia constituyen un grupo heterogéneo.Dos
de nuestros casos representan la contraparte difusa
del 1linfoma folicular mixto,al presentar numerosas
células pequefias hendidas,5 son linfomas linfoplasmoci-
toides polimorfos y 1 es un 1linfoma T-periférico.

Los linfomas. linfoplasmocitoides polimorfos
estan compuestos por una poblacidén de células de
habito plasmocitoide,escasas células plasmaticas
y numerosas células grandes no hendidas e inmunoblas-
tos.En 3 de nuestros casos hemos demostrado inclusiones
PAS positivas de inmunoglobulina,intranucleares
e 1intracitoplésmicas,esclerosis y un patrdén de creci-
miento seudofolicular.En 2 casos,abundantes células
epitelioides se han identificado entre 1las células
tumorales.Con el micfoscopio electrbnico,la celularidad
es similar a la observada en los linfomas plasmocitoi-

des pero con una importante proporcidén de células
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grandes con nacleo ovalado,nucleolo grande central,es-
casa cromatina y amplio citoplasma con reticulo
rugoso bien desarrollado y a veces de disposicién
concéntrica.

Una proliferacién de células 1linfoides
pequefias y grandes junto a una hiperplasia de vénulas
con paredes epitelioides,aisladas células plasmaticas
e importante fibrosis reticulinica definen histolébgica-
mente al linfoma T-periférico (figura 19).Los linfoci-
tos pequefios con nicleos irregulares e hipercromé&ticos
y escaso citoplasma,se entremezclan con células
grandes de nGcleos giriformes,de aspecto vesicular,con
uno o varios nucleolos y amplio citoplasma baséfilo.La
naturaleza T de esta proliferacibén linfoide se pone
de manifiesto al demostrar positividad focal citopléas-
mica con fosfatasas y esterasas &cidas y contornos
“nucleares irregulares en las células linfoides,ultraes-
tructuralmente (figura 20).

Los linfomas difusos de célula grande
estan constituidos por una poblacibén de células
de gran tamafio con y sin hendiduras nucleares y
variable cantidad de citoplasma,que exhiben una
elevada actividad mitbética.En 7 linfomas,las células
que predominan tienen hendiduras nucleares,pequefios
nucleolos y escaso citoplasma.En 4 1linfomas,las

células tienen nlcleos redondos u ovales,sin hendidu-
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ras,con varios nucleolos marginales y un citoplasma
amplio,baséfilo y pironinéfilo.En este grupo un
patrén folicular de crecimiento con mas de un 50%
de cen%roblastos en 1los foliculos,se ha observado
en 3 1linfomas.Ademis,en 8 de nuestros linfomas hemos
observado focos de necrosis tumoral y en 3,bandas
de esclerosis y una proporcidén elevada de inmunoblas-
tos.

La presencia de células con nicleos multilo-
bulados,profundas indentaciones,varios nucleolos
y citoplasmas amplios y baséfilos (figura 21) caracte-
riza al linfoma de célula grande de nGcleo multilobula-
do.Desde el punto de vista ultraestructural,las
células linfoides muestran nGcleos complejos,a veces
fragmentados y con maltiples lobulaciones.

Un 1linfoma folicular con mads de un 50%
de centroblastos presenta,ultraestructuralmente,células
de 12 a 15 micras con nacleos grandes y ovales,con
aisladas hendiduras,escasa heterocromatina y maltiples
nucleolos de situacidén marginal.Una cantidad moderada
de citoplasma contiene mitocondrias dispersas,escaso
reticulo rugoso y ribosomas librés.

En la categoria de alto grado de malignidad ,
el 1linfoma inmunoblastico se compone de una prolifera-
cién difusa de células grandes,con nGcleo redondo

u oval,vesicular y con uno o varios nucleolos prominen-

90



tes de situacidn central (figura 22).Ademés,el amplio
citoplasma es intensamente basofilico y pironinéfilo.En
5 de 1los 6 casos estudiados,hemos observado diferen-
ciacién plasmocitoide y en todos necrosis tumoral
y elevada actividad mitética.Mediante microscopia
electrbnica,los inmunoblastos aparecen como células
grandes,de 16 a 18 micras,con nGcleo ovalado,cromatina
difusa y nucleolo central hiperpléasico.El citoplasma
es abundante y contiene cisternas de reticulo rugoso
y a veces,un aparato de golgi prominente.

En el linfoma inmunobléastico,variedad
polimorfa,las células grandes tienen un nicleo irregu-
lar y un citoplasma baséfilo pero sin pironinofilia.En-
tre 1las células grandes también se observan numerosos
histiocitos epitelioides.E1l estudio citoquimico
ha revelado intensa positividad citopléasmica con
fosfatasas &cidas y débil con esterasas Aacidas en
algunas células neopléasicas.

Los 1linfomas 1linfoblasticos se caracterizan
por una proliferacién monomorfa y difusa de blastos
linfoides de mediano a gran tamafio.Estos muestran
nGcleos redondos y giriformes con cromatina difusa
y nucleoclos poco evidentes.El citoplasma es escaso
y Dbasbéfilo y 1las figuras de mitosis numerosas.Entre
las células tumorales se 1identifican macréfagos

cargados de restos celulares dando un aspecto de
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cielo estrellado.E1 estudio citoquimico ha puesto
de manifiesto una positividad focal citopléasmica
con fosfatasas A&cidas (figura 23) en los 4 linfomas
estudiados,demostrando asi,su naturaleza T.Por el
contrario,los blastos 1linfoides no muestran actividad
citoplasmica con esterasas &acidas.

Los 1linfomas de célula pequefia no hendida
engloban a 1los 1linfomas tipo Burkitt y no Burkitt.En
el 1linfoma tipo Burkitt,se observa una proliferacién
uniforme y mondétona de células de mediano tamafio
que se disponen difusamente entre macréfagos cargados
de detritus celulares,dando wuna 1imagen en cielo
estrellado.Las células tienen un nGcleo redondo
con cromatina difusa y de 2 a 5 pequefios nucleolos.E1l
citoplasma es moderadamente amplio,intensamente
basofilico y pironinéfilo.En improntas se identifica
con mayor facilidad numerosas vacuolas 1lipidicas
en el citoplasma (figura 24) que por otro lado son
positivas con 1la tincidén o0il red O.Las figuras de
mitosis son muy numerosas.El estudio ultraestructural
demuestra blastos 1linfoides de_ 8 a 10 micras,con
nicleos redondos u ovales,cromatina difusa y varios
nucleolos hiperplésicos.El citoplasma contiene abundan-
tes poliribosomas,escasos orgénulos y vacuolas de
grasa (figura 25).

Los 1linfomas tipo no Burkitt presentan las mismas
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caracteristicas que los 1linfomas tipo Burkitt ¥y
sbélo un mayor pleomorfismo celular y una menor basofi-
lia citoplasméatica en los primeros permite su diferen-
ciaciédn.

Las 1lesiones cuténeas de la micosis fungoide
estan definidas por un infiltrado polimorfo de células
linfoides pequeftias y ocasionalmente grandes con
nacleos cerebriformes y escaso citoplasma, junto
a eosinéfilos,que se situa en la dermis superficial.las
células 1linfoides debido a su epidermotropismo invaden
la epidermis y originan microabscesos de Pautrier.En
los ganglios 1linfaticos,inicialmente el infiltrado
polimorfo se situa a nivel paracortical,extendiendose
progresivaménte hasta sustituir todo el tejido ganglio-
nar.En los 3 casos estudiados hemos demostrado en
el citoplasma de las células tumorales una positividad
puntiforme paranuclear con fosfatasas y esterasas
adcidas.Ultraestructuralmente,las células linfoides
presentan nGcleos cerebriformes con heterocromatina
marginal y un pequefio nucleolo (figura 26).E1 citoplas-
ma es escaso y contiene pocos organulos,algunos
ribosomas y ocasionales lisosomas.Entre ellas aparecen
algunas células de morfologia estrellada correspondien-
tes a células reticulares interdigitantes.

Las 3 tricoleucemias que hemos estudiado

se caracterizan por una proliferacién sinusal esplénica
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de 1linfocitos de mediano tamafio con nGcleo redondo,li-
geramente excéntrico y citoplasma moderadamente
amplio (figura 27).En improntas,las prolongaciones
citoplésmicas se distinguen con dificultad y citoquimi-
camente se demuestra positividad citopléasmica granular
con fosfatasas dcidas.Esta es tartrato-resistente
en 2 de nuestros casos y con esterasas Acidas la
positividad es débil y heterogénea.La microscopia
electrbnica demuestra células de 10 micras de tamafio,co
nGcleos de contorno regular,cromatina marginal y
difusa ¥y un nucleolo.El citoplasma,que emite pequefias
prolongaciones,contiene mitocondrias,numerosos riboso-
mas libres y poliribosomas,reticulo rugoso y en
uno de 1los casos,complejos ribosdémicos 1lamelares.

Los mielomas estan constituidos por wuna
proliferacidn de células plasmaticas desde formas
bien y medianamente diferenciadas hasta mal diferencia-
das.Estas se disponen en 1la m€dula 6ésea o en 1los
ganglios 1linfaticos,bien de forma difusa o infiltrando
parcialmente su arquitectura.En 8 casos,las células
plasmaticas estan bien diferenciadas y muestran
un nicleo excéntrico con cromatina en ‘rueda de
carro" y un citoplasma amplio,fuertemente basé6filo,pi-
roninéfilo y posifivo con el PAS (figura 28).En
ocasiones,también se identifica c¢élulas binucleadas.

En 3 casos 1las células plasmiaticas estan
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mal diferenciadas y presentan escaso citoplasma,un
nacleo con cromatina inmadura y un nucleolo.Con
frecuencia se observa figuras de mitosis y células
bi o trinucleadas.En 9 casos,las células plasmaticas
muestran una diferenciapién intermedia y son reconoci-
das con cierta facilidad.En 2 mielomas bien diferencia-
dos se ha identificado inclusiones PAS positivas
de inmunoglobulina intracitoplésmicas e intranucleares.
En el estudio ultraestructural,las células plasmaticas
mids diferenciadas tienen un nGcleo redondo,excéntrico,
con heterocromatina marginal y a veces un nucleolo.En
el amplio citoplasma se observa numerosas cisternas
dilatadas de reticulo endoplésmico rugoso y escasos
orgénulos.

4.3.- RESULTADOS DE LA CARACTERIZACION HISTOLOGICA

E INMUNOLOGICA DE LOS ORGANOS LINFOIDES.

El parénquima ganglionar reactivo estéa
constituido por wuna cortical con foliculos linfoides
secundarios,una zona T o interfolicular y una medular
con el sistema sinusal.Los foliculos linfoides secunda-
rios estan compuestos de un centro claro germinal
y de un manto folicular.El componente 1linfoide de
la amigdala es semejante al del ganglio linféatico
observando con frecuencia en los centros germinales,una
zona clara con células pequefias hendidas y reticulares

dendriticas y wuna zona densa con células grandes
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y del sistema histiocito-macréfago.Ademds,el manto
folicular se dispone de forma incompleta de manera
que sblo 1las 2/3 partes del centro germinal estan
cubiertas por 1linfocitos.El1 epitelio amigdalar se
situa entre los foliculos linfoides y la zona interfo-
licular estd reducida con respecto a la del ganglio.

El parénquima esplénico estad formado por
un componente 1linfoide que <corresponde a 1la pulpa
blanca y por 1los cordones de Billroth que delimitan
los sinusoides,constituyendo la pulpa roja esplénica.la
" pulpa blanca se compone de areas T periarteriolares
y de zonas B,alrededor o cerca de las &reas T,que
estan constituidas por un foliculo linfoide en "diana'.

En el timo se observa una corteza y una
médula con timocitos y células epiteliales.En 1la
cortical,los timocitos subcapsulares son grandes
y exhiben frecueﬁtes figuras de mitosis,mientras
que en la medular aparecen los corpusculos de Hasall
y foliculos linfoides con centros germinales.

En el cuadro XII se presentan los resultados
del estudio inmunolégico de los érganos linfoides.En
el tejido 1linfoide ganglionar,émigdalar y esplénico,
identificando Sig hemos demostrado un patrén de
tincidén policlonal con cadenas ligeras.El complejo
folicular (centro germinal y manto folicular) muestra

tincién con cadenas pesadas IgM (figura 29),IgG
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e IgA y con cadenas ligeras kappa y lambda.Sin embargo,
el manto folicular en el tejido ganglionar y la
zona intermedia de éste en el tejido esplénico muestran
tincién sbélo con IgDh (figura 30).En el centro germinal
algunas células tienen CIg de tipo IgM,IgG e IgA
asi como cadenas 1ligeras kappa Yy lambda,observando
también un material extracelular que presenta tincién
con todas las inmunoglobulinas,excepto IgD.En el
adrea 1interfolicular se encuentran aisladas células
linfoides con SIg de tipo IgM,IgD,IgG e IgA y cadenas
ligeras kappa y lambda.Estas se encuentran también
en el citoplasma de las células plasméaticas.

El complejo folicular se tifie con 1los
anticuerpos monoclonales contra células B,0KB2,0KB7
y OKIal.El centro folicular muestra tincién con
OKT9 y CALLA.Los foliculos linfoides son funcionalmente
dreas B,sin embargo con los anticuerpos contra células
T y OKTll,se identifican 1linfocitos T en el centro
germinal y manto folicular.lLa mayoria de éstas son
OKT4 + (figura 31) y en menor proporcidén OKT8 +.Las
células reticulares dendriticas del centro germinal
y manto folicular,responsables de 1la presentacién
antigénica para 1la transformacién de los linfocitos
B,son OKM1 y OKM5 positivos.

Las zonas interfolicular y periarteriolar

presentan positividad con los anticuerpos monoclonales
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contra células T,0KT11,0KT4 y OKT8,superando en
nimero las células OKT4 + a las OKT8 +.En estas
areas también se identifican aisladas células B
positivas principalmente con OKB7.Las células endote-
liales de 1las vénulas postcapilares se tifien con
OKIal,0OKM1 y OKMS5,y las células reticulares interdigi-
tantes con OKT6,0KT9 y OKIal.En la zona T amigdalar
se observan escasas células reticulares interdigitantes
OKT6 + y es en el epitelio de la cripta amigdalar,cuyas
células son + con OKB2,0KB7,anticuerpo monoclonal
contra células B,0KIal y OKT9,donde se identifican
algunas células con maltiples prolongaciones dendriti-
cas OKT6 +.En el parénquima esplénico,las células
reticulares interdigitantes OKT6 y OKIal +,se situan
principalmente alrededor de las wvainas 1linfoides
periarteriolares.lLas células de revestimiento del
sistema sinusal son OKIal + y las células del sistema
histiocito-macréfago,0KM1 y OKMS +.

En el tejido 1linfoide timico,los timocitos
corticales muestran predominantemente tincidén con
OKT10,0KT6 y CALLA (figura 32),los timocitos medulares
con el anticuerpo monoclonali contra células T vy
ambos con OKT4,0KT8 y OKT1l.Por Gltimo,los timocitos
subcapsulares y escasos corticales son OKT9 +.

4.4.- RESULTADOS DE LA CARACTERIZACION INMUNOLOGICA DE

LOS LINFOMAS NO HODGKINIANOS Y MIELOMAS.
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4.4.1.-RESULTADOS DEL ESTUDIO INMUNOLOGICO EN SANGRE PE-

RIFERICA.

‘En el cuadro XIII se presentan los resultados
del estudio inmunoldégico en sangre periférica de
19 LLC B,1 leucemia prolinfocitica B,2 linfomas
foliculares de célula pequefia hendida y 1 linfoma
linfobléstico T. |

Todas 1las LLC B muestran SIg polivalente,13
expresan cadenas ligeras kappa y 6 lambda,con caracter
monoclonal.El porcentaje medio de células con SIg
polivalente es de 76,3% con un intervalo de 27 a
94%,con cadenas ligeras kappa de 76,3% con un intervalo
de 30 a 90% y con cadenas ligeras lambda de 70,3%
con un intervalo de 27 a 90%.E1 porcentaje medio
de células Leu-1 +,en 7 casos estudiados,es de 47,6%
con un amplio intervalo entre 5 y 90%.S6lo en 3
de ellos,mas del 50% de las células son +.El porcentaje
medio de células OKT11 y OKM1 + es de 5,1% con un
intervalo de 0 a 24% y 2% con un intervalo de O
a 12%,respectivamente.El1 porcentaje medio de células
OKIal + es de 82,3% y su intervalo de 44 a 96%.E1l
porcentaje medio de células Bi + es de 56,9% y de
10 a 95% el intervalo.

El 68% de las células de una leucemia
prolinfocitica son Leu-1 + y el 20% OKT1l1l +.El1 15%,
muestran positividad con OKT4 y por 1lo tanto son

células inductoras/colaboradoras y el 5% son OKTS8
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positivas.Del 76% de las células con SIg polivalente,el
40% tienen un patrén de tincibén monoclonal con cadenas
ligeras kappa.Adem&s,un 75,2 y 78% de 1las células
expresan los anticuerpos monoclonales B1,0KM1 y
OKIal,respectivamente.

En 2 1linfomas foliculares de célula pequefia
hendida se ha demostrado monoclopalidad para cadenas
ligeras kappa con un porcentaje medio e intervalo
de células positivas de 78% y de 66 a 90%.El porcentaje
medio de células con SIg polivalente es del 84%
y el intervalo de 78 a 90%,de células Bl + 60% y
el intervalo de 30 a 90% Yy de células OKIal + 74%
y el intervalo de 58 a 90%.Los porcentajes medios
de células OKM1l y OKT11l + son bajos,4% con un intervalo
de 1 a 7% y 19% con un intervalo de 9 a 29%,respectiva-
mente.En ellos,no se han detectado células positivas
con los anticuerpos monoclonales OKT4,0KT8 y CALLA.

El 90% de 1las células de un linfoma linfo-
bladstico T son OKT11l y OKT6 +,no sé observan células
con SIg polivalente,cadenas 1ligeras kappa Yy lambda
y con los anticuerpos monoqlonales B1,0KIal,OKM1
y CALLA no se detectan células +.

4.4.2.-RESULTADOS DEL ESTUDIO INMUNOLOGICO EN TEJIDO IN

CLUIDO EN PARAFINA.

Los resultados del estudio inmunolégico

en parafina de 20 1linfomas 1linfociticos pequefios
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y 18 1linfomas foliculares se presentan en el cuadro
XIV.

En 3 LLC B,una de ellas prolinfocitica,y
en 1 1linfoma T-periférico no se ha 1identificado
CIg en las células tumorales.S6lo las células plasmati-
cas T-asociadas que aparecen en el 1linfoma T y se
disponen alrededor de estructuras vasculares,contienen
CIg principalmente IgM e IgG y muestran un patrdn
de tincibén policlonal con cadenas 1ligeras kappa
y lambda.

En 16 linfomas plasmocitoides hemos demostra-
do abundante CIg y expresién monoclonal de cadenas
ligeras (figura 33),kappa en 7 y lambda en 9.De
ellos,11 tienen IgM como cadena pesada,4 IgG y 1
IgM+IgD.

De 18 linfomas foliculares estudiados
.en parafina hemos podido determinar el fenotipo
inmunolégico en 10.En 8 1linfomas foliculares,7 de
célula pequefia hendida y 1 de célula grande,no se
ha identificado CIg.En 2 1linfomas foliculares de
célula pequefia hendida 1la escasa CIg detectada es
de tipo IgM e IgG,respectivamehte,con monoclonalidad
para cadenas ligeras lambda.En 5 linfomas foliculares
mixtos,la CIg es de ¢tipo IgM en 2 e IgG en 3 y el
patrén monotipico de tincién con cadenas 1ligeras

es,en 4 lambda y en 1 kappa.En 3 de 4 linfomas folicu-
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lares de célula grande,la CIg identificada es IgM
y el patrdén de tincidén monoclonal con cadenas ligeras
es,en 2 kappa y en 1 lambda.

' En el cuadro XV aparecen los resultados
del estudio inmunolégico en parafina de 38 linfomas
difusos de grado intermedio de malignidad.

Los 4 1linfomas difusos de célula pequefia
hendida presentan escasa CIg de tipo IgM,asi como
cadenas ligeras,kappa en 2 y lambda en 2,con un
patrén de tincidén monoclonal.En ellos,grupos perivascu-
lares de células plasmaticas muestran CIg,principalmen-
te de tipo IgG e IgA y un patrén de tincidn policlonal
con cadenas ligeras kappa y lambda,demostréndose
asi,su naturaleza reactiva y no neoplésica.

De 8 1linfomas difusos mixtos de célula
grande y pequefia,se ha demostrado CIg en 5 linfomas
linfoplasmocitoides polimorfos y en 2 linfomas difusos
mixtos representantes de 1la contraparte difusa del
linfoma folicular mixto.Los linfomas linfoplasmocitoi-
des polimorfos constituyen un grupo homogéneo en
cuanto a 1la expresién de cadenas pesadas y ligeras
de inmunoglobulinas,ya que 1los 5 presentan abundante
CIg de tipo IgM/kappa.En 2 1linfomas difusos mixtos
de célula grande y pequefia hendida,la CIg es de
tipo IgM e 1IgG,respectivamente con monoclonalidad

para cadenas ligeras Kkappa en uno y lambda en otro.
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En el citoplasma de las células plasmaticas Yy no
en el de las células neopléasicas,presentes en el
linfoma T-periférico estudiado en este grupo,se
ha demostrado inmunoglobulina de tipo IgM e IgG
y un patrén de tincién policlonal con cadenas ligeras.

En 3 de 5 1linfomas difusos con predominio
de células grandes hendidas hemos demostrado Clg
con expresidén monoclonal de cadenas ligeras lambda.las
cadenas pesadas son de tipo IgM en 2 e IgM+IgG en
1.Como se puede ver,2 1linfomas no tienen fenotipo
inmunolégico porque las células 1linfoides carecen
de CIg.En 1 de 3 1linfomas difusos de célula grande
no hendida,no hemos identificado CIg y en 2,1gG
en uno e IgM+IgA en otro,son las cadenas pesadas
de inmunoglobulina detectadas en el citoplasma de
las células linfoides.Ademé&s,en ambos hay un patrdén
de tincidén monoclonal con cadenas ligeras,kappa
en uno Yy lambda en otro.El linfoma difuso de célula
grande con nGcleo multilobulado,presenta abundante
Clg de doble cadena pesada,IgM+IgG y restriccidn
de cadenas ligeras lambda.Incluidos en el grupo
de 1linfomas difusos de célula grande,2 de 3 linfomas
folicularés con mas de un 50% de centroblastos,muestran
CIg de tipo IgM e 1IgG,respectivamente y ademés,un
patrdn de tincién monotipico con cadenas 1ligeras

kappa.
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Los resultados del estudio inmunolégico
en parafina de 14 1linfomas difusos de alto grado
de malignidad,3 micosis fungoides y 3 tricoleucemias
figuran en el cuadro XVI.

En el grupo de 1linfomas de alto grado
de malignidad,5 1linfomas inmunoblésticos con diferen-
ciacidén plasmocitoide presentan CIg de tipo IgM
y cadenas ligeras lambda en 4 y kappa en 1l,con caracter
monoclonal.El origen T de un linfoma inmunobléastico
polimorfo y de 4 linfomas linfoblasticos se ha puesto
de manifiesto al demostrar ausencia de CIg en los

blastos 1linfoides.En algunos casos,grupos de células

plasméticas reactivas se han identificado entre

las células tumorales merced a su patrdén de tincién
policlonal con cadenas ligeras.En 2 1linfomas de
célula pequefia no hendida tipo Burkitt la CIg esté
ausente,mientras que en los 2 linfomas tipo no Burkitt,
IgG es 1la cadena pesada de inmunoglobulina detectada
en el citoplasma.Ambos tienen un patrén de tincién
monoclonal con cadenas ligeras,uno expresa kappa
y otro lambda.

En 3 micosis fungoidés no se ha detectado
CIg y en 3 tricoleucemias ésta es abundante,de tipo
IgG y monoclonal para cadenas ligeras lambda.

Los resultados del estudio inmunolégico

en parafina de 20 mielomas aparecen en el cuadro
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XVII.En los mielomas solitarios y mGltiples,plasmocito-
ma extramedular bronquial y leucemia de células
plasmaticas hemos detectado abundante CIg y demostrado
el carécter monoclonal de la proliferacidn neopléasica.

De los 7 mielomas solitarios,4 son IgG
y 2 IgA,4 expresan cadenas ligeras kappa y 2 lambda.De
éstos hemos encontrado 1 mieloma kappa sin cadenas
pesadas y otro IgG sin cadenas ligeras.

De 1los 11 mielomas maltiples,6 son IgG,3
IgA,2 1IgD,5 muestran un patrén de tincidén monoclonal
con cadenas 1ligeras kappa y 6 con cadenas ligeras
lambda (figura 34).E1 plasmocitoma extramedular
bronquial es IgA/kappa y .da 1leucemia de células
plasmaticas IgA/lambda.

4.4.3.- RESULTADOS DEL ESTUDIO INMUNOLOGICO EN TEJI-

DO CONGELADO.

En el cuadro XVIII figuran los resultados
del estudio inmunolégico en congelacidén de 7 linfomas
linfociticos pequefios y 7 linfomas foliculares.

En 2 LLC B hemos identificado SIg,IgM
asociada a IgD y demostrado la monoclonalidad para
cadenas 1ligeras kappa.En una de ellas,las células
linfoides son positivas con los anticuerpos monoclona-
les contra células B,0KB2,0KB7 y OKIal,asi como
con OKT9 a nivel de los centros de proliferacibén.Por

otro 1lado,las células 1linfoides son CALLA negativas
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y con 1los anticuerpos monoclonales contra células
T,0KT11,0KT4 y OKT8 se identifican un nimero variable
de células T entre 1las células B neoplésicas,la
mayoria OKT4 +.

En 1la pieza de esplenectomia,las células
de hébito prolinfocitico de una leucemia prolinfocitica
B,muestran SIgM y monoclonalidad para cadenas ligeras
kappa,positividad con 1los anticuerpos contra células
B,0KB2,0KIal y Leu-1 y negatividad con OKB7,CALLA,OKT9,
OKT6,0KT11,0KT4,0KT8 y anticuerpo monoclonal contra
células T.La mayoria de 1las células T identificadas
con OKT11l se localizan en torno a estructuras seudofo-
liculares de células neoplésicas y tienen un fenotipo
inductor/colaborador ya que son OKT4 +.Un menor
numero de ellas son OKTS +.

El linfoma T-periférico se caracteriza
inmunoldgicamente por ausencia de SIg,positividad
con el anticuerpo monoclonal contra células T,0KT11
y OKT4,y negatividad con OKIal,OkTB y anticuerpo
monoclonal contra células B.Con OKT8 se demuestran
aisladas células + y las estructuras foliculares
residuales se ponen de manifiesto con los anticuerpos
monoclonales contra células B y OKIal,muestran SlIg
y policlonalidad coh cadenas ligeras.

Los 3 linfomas plasmocitoides presentan

escasa ©SIg,2 de tipo IgMy 1 IgG,y expresan cadenas
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ligeras lambda.Las células linfoplasmocitoides son
positivas con 1los anticuerpos contra células B,0KB2,
OKB7 y OKIal y negativas con CALLA.En uno de ellos,és-
tas son OKT9 negativas.Aisladas células T son identifi-
cadas con los anticuerpos contra células T,0KT11,0KT4
y OKTS8.

En 7 1linfomas foliculares hemos detectado
SIg de tipo IgM y demostrado un patrén de tincidn
monoclonal con cadenas ligeras (figura 35),con una
mayor densidad de inmunoglobulina a 1la observada
en las LLC B y linfomas plasmocitoides.De 4 linfomas
foliculares de célula pequefia hendida,2 muestran
tincibn exclusivamente con cadenas 1ligeras kappa
y 2 con cadenas ligeras lambda.Un linfoma folicular
mixto tiene un patrdn de tincibén monoclonal con

cadenas ligeras lambda y 2 1linfomas foliculares

-de célula grande con cadenas ligeras kappa.

Las células centrofoliculares de 1los 7
linfomas foliculares estudiados muestran tincién
con 1los anticuerpos contra células B,0KB2,0KB7 (figura
36),0KIal,CALLA y OKT9.La tincién observada en las
células centrofoliculares con bKBZ es menos intensa
que con OKB7.En las A&reas interfoliculares hemos
observado numerosas células linfoides con idéntica
Sig que las células centrofoliculares,la mayoria

positivas con OKB7 y en menor numero con OKB2.También
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en esta A&rea con OKT6 se identifican aisladas células
reticulares interdigitantes y <con 1los anticuerpos
contra células T,0KT11,0KT4 y OKT8 se hacen patentes
numerosas células T.Con frecuencia éstas se encuentran
en el interior‘ de 1los foliculos y,a veces,en la
periferia de los mismos.

De 18 1inf0mas foliculares caracterizados
inmunolébégicamente,11 presentan un manto de células
linfoides pequefias alrededor de las células centrofoli-
culares y los resultados de su estudio con inmunoglobu-
linas,7 en congelacién y 4 en parafina,se presentan
en el cuadro XIX.

En todos hemos demostrado SIg con diversidad
de cadenas pesadas y un patrdén de tincibén policlonal
con cadenas ligeras en 1las células 1linfoides del
manto (figura 37).Estas expresan como cadenas pesadas,
en 1 linfoma IgM,en 3 IgM+IgD,en 2 IgM+IgG,en 2
IgG y en 3 IgG+IgA.El patrdédn de tincidébn policlonal
observado con cadenas ligeras 1indica su naturaleza
reactiva y no neopléasica.Ademés,las células del
manto,en los 7 casos estudiados en congelacién,mues-
tran positividad con 1los antiéuerpos contra células
B,0KB2,0KB7 y OKIal.

En el cuadro XX se presentan los resultados
del estudio inmunolégico en congelacidén de 4 linfomas

difusos de grado intermedio de malignidad.
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Los 2 1linfomas difusos de célula pequefia
hendida tienen SIgM y expresan cadenas ligeras kappa
y lambda con carécter monoclonal,respectivamente.Las
células pequeiias hendidas son positivas con 1los
anticuerpos contra células B,0KB2,0KB7 y OKIal,y
negativas con CALLA.

El linféma T-periférico,clasificado como
linfoma difuso mixto,se caracteriza por presentar
ausencia de Slg,negatividad con OKT6 Yy positividad
con 1los anticuerpos contra células T y OKT11.Una
proporcidén importante de éstas son OKT4 + (figura
38) y un menor nimero de ellas OKT8 +.

En el linfoma difuso de célula grande
con nGcleo multilobulado se demuestra SIg de doble
cadena pesada,IgM +IgG,y un patrdén de tincidén monotipi-
co con cadenas 1ligeras lambda.El origen B de este
linfoma también se pone de manifiesto por la positivi-
dad con 1los anticuerpos contra células B,0KB2,0KB7,
OKIal y CALLA.

Al igual que en los linfomas foliculares,en
los linfomas difusos B se identifican un nGmero
variable de células T con los aﬁticuerpos monoclonales
contra células T y OKTll,correspondiendo la mayoria
a células OKT4 + y en menor proporcién a células
OKT8 +.En el linfoma T-periférico,con los anticuerpos

monoclonales contra células B,0KB2,0KB7 y OKIal,se

109



detectan aisladas células B entre las células T
neopléasicas.

Los resultados del estudio inmunolégico
en congelacién de 3 linfomas de alto grado de maligni-
dad,3 micosis fungoides,3 tricoleucemias y 1 mieloma
maltiple aparecen en el cuadro XXI.

Las células de 1 1linfoma inmunobléstico
con diferenciacién plasmocitoide tienen escasa Slg
de tipo IgM y expresan monoclonalidad con cadenas
ligeras kappa,positividad con 1los anticuerpos contra
células B,0KB2,0KB7,0KIal y OKT9,y negatividad con
CALLA. |

Dos linfomas de célula pequefia no hendida
tipo Burkitt presentan SIg,IgM/lambda y positividad
con el anticuerpo monoclonal contra células B.Los
blastos linfoides de uno de ellos,muestran reactividad
con OKB2,0KB7,0KIal,0KT9 y CALLA.Tanto en el linfoma
inmunobléastico como en el de célula pequefla no hendida
tipo Burkitt se identifican células T en proporciones
variables,con los anticuerpos monoclonales contra
células T,0KT11,0KT4 y OKTS8.

En el grupo de miscelénea,las células
de 3 micosis fungoides carecen de SIg,presentan
reactividad con 1los anticuerpos monoclonales contra
células T y OKT11l y tienen un fenotipo inductor/colabo-

rador,al ser OKT4 + (figura 39).Una menor proporcién
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de células son OKT8 + y con los anticuerpos monoclona-
les contra células B y OKIal se identifican estructuras
foliculares residuales.Estas con inmunoglobulinas
tienen un patrén de tincibén idéntico al observado
en las hiperplasias foliculares reactivas.Las células
reticulares interdigitantes,entre las células T
neoplésicas,son OKT6 +.

Las 3 tricoleucemias presentan abundante
SIg de tipo IgG y expresan cadenas ligeras lambda
con cardcter monoclonal.Las células 1linfoides son
positivas con 1los anticuerpos contra células B vy
OKIal.En 1 caso,éstas son OKB7 +,CALLA -,OKM1 +
y OKM5 -.Con 1los anticuerpos monoclonales contra
células T‘y OKT11 se demuestra la presencia de algunas
células T,en su mayoria OKT4 +.

Finalmente,en 1 mieloma maltiple,las células
plasméticas bien diferenciadas carecen tanto de
SIg como de reactividad con los anticuerpos monoclona-
les contra células B,0KB2,0KB7,0KIal y CALLA.Ademés,en-
tre 1las células plasmaticas,escasas células T son
identificadas con 1los anticuerpos monoclonales contra
células T,0KT11,0KT4 y OKTS8.

4.5.~-RESULTADOS DE LA CARACTERIZACION DE LA POBLACION Y

SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS T EN LOS ORGANOS LINFOIDES

LINFOMAS NO HODGKINIANOS Y MIELOMAS.

En el cuadro XXII figuran 1los resultados
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del estudio de 1la poblacibén y subpoblaciones de
linfocitos T,detectados con los anticuerpos monoclona-
les OKT11,0KT4 y OKT8,en las areas folicular e interfo-
licular de 7 1linfomas foliculares y 13 hiperplasias
foliculares.

El porcentaje medio de células OKT11 +
en el A&rea folicular de los liqfomas e hiperplasias
folicuiares es 24,9i5,8% y 22,5t5,4%,respectivamente.

En 1los 1linfomas foliculares,el porcentaje
medio de células OKT4 + es 23,8i8,9% y en las hiperpla-
sias foliculares 18,3%4,7%.

El porcentaje medio de células OKT8 +
en los 1linfomas foliculares es 13,4 %3,3% y en las
hiperplasias foliculares 7,2%4,0%.

Como se pue@e ver no existen diferencias
estadisticamente significativas entre los porcentajes
medios de células OKT11l y OKT4 +,en las &reas folicula-
res de 1los 1linfomas e hiperplasias foliculares.Sin
embargo,hay una diferencia estadistiéamente significa-
tiva (p«£0,05) entre los porcentajes medios de células
OKTS8 +,en las A&reas foliculares de 1los linfomas
e hiperplasias foliculares.El porcentaje medio de
células OKT8 + es mayor en los linfomas foliculares
que en las hiperplaéias foliculares.

El porcentaje medio de células OKT11l + en el Area

interfolicular de 1los linfomas e hiperplasias folicu-
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lares es 31,9 i16,8% y 79,4 lL11,4%,respectivamente.

El porcentaje medio de células OKT4 +
en los 1linfomas foliculares es 26,0 i8,6% y en las
hiperplasias foliculares 63,4%14,8%.

El porcentaje medio de células OKT8 +
en los 1linfomas foliculares es 17,6 ta,7% y en las
hiperplasias foliculares 24,8i6,9%.

Las diferencias estadisticamente significati-
vas (p£0,05) observadas entre los porcentajes medios
de <células OKT11,0KT4 y OKT8 + en las areas interfoli-
culares de 1los 1linfomas e hiperplasias foliculares
son debidas a wuna disminucibén de éstas en las areas
interfoliculares de los linfomas foliculares.

En el cuadro XXIII,figuran los resultados
del estudio de 1la poblacién y subpoblaciones de

células T,en 5 1linfomas T,13 1linfomas difusos B

-y 1 mieloma maltiple.

Los porcentajes medios de células OKT11
+ en 2 1linfomas T-periféricos y 3 micosis fungoides
son 78,6 210% y 80,717,0%,respectivamente.Estos .porcen-
tajes medios,similares entre si,se encuentran notable-
mente elevados con Tespecto a 1los observados en
los 1linfomas difusos B y son el resultado de la
proliferacién celular T que caracteriza a estos
linfomas.

La relacidén entre células OKT4 y OKTS8
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+ (ratio OKT4/0OKT8) es 7,4 en 2 linfomas T-periféricos
y 4,6 en 3 micosis fungoides.Como se puede apreciar
hay un predominio de células OKT4 + y por lo tanto,con
fenotipd inductor/colaborador.

Globalmente,los porcentajes medios de
células OKT11 + en 13 linfomas difusos B y 1 mieloma
maltiple,son variables.En 1 LLC B es 17,013,5%,en
1 1leucemia prolinfocitica B 21,012,8%,en 3 linfomas
plasmocitoides 10,6 12,4%,en 2 1linfomas difusos de
célula pequefia hendida 13,6i2,6%,en 1 linfoma difuso
de célula grande de nGcleo multilobulado 22,0t3,5%,en
1 1linfoma inmunobléastico 7,0 i2,1%,en 1 1linfoma de
célula pequefia no hendida 23,6i5,3%,en 3 tricoleucemias
18,1%2,7% y en 1 mieloma maltiple 7,3%2,0%.

El wvalor de 1la ratio OKT4/0KT8 es de 1,25
en 1 LLC B y 1 1leucemia prolinfocitica,1,24 en 3
linfomas plasmocitoides,1,17 en 2 1linfomas difusos
de <célula pequefia hendida,1,43 en 1 linfoma difuso
de célula grande de nacleo multilobulado,1,5 en
1 1linfoma inmunobléastico,0,4 en 1 linfoma de célula
pequefia no hendida,1,35 en 3 tricoleucemias y 3,5
en 1 mieloma maltiple. '

Como se puede ver,en todos 1los 1linfomas
difusos B y en el mieloma maltiple,existe un predominio
de células OKT4 + excepto en el linfoma de célula

pequefia no hendida tipo Burkitt,procedente de un
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paciente afecto de un sindrome de inmunodeficiencia
adquirida.En este 1linfoma hay wuna inversidén de la
ratio OKT4/0KT8 a favor de 1las células OKT8 +,con
fenotipo citotdéxico/supresor.

4.6.-RESULTADOS DEL ESTUDIO DEL FENOTIPO INMUNOLOGICO Y

EXPRESION MONOCLONAL DE CADENAS LIGERAS EN RELACION CON

EL SISTEMA DE CLASIFICACION DE LOS LINFOMAS NO HODGKI-

NIANOS.

Como se puede observar en el cuadro XXIV,hemo
caracterizado inmunolégicamente 100 linfomas no
hodgkinianos,de 1los que el 82% son 1linfomas B,el
10% linfomas T y el 8% corresponden a linfomas aparen-
temente sin fenotipo inmunolédgico.

Los linfomas T se distribuyen,l en la
categoria de bajo grado,l1 en la de grado intermedio
y 5 en 1la de alto grado de malignidad.En los grupos
de 1linfomas,linfocitico pequefio y difuso mixto,hemos
clasificado 2 linfomas T-periféricos,uno en cada
grupo,respectivamente.Un 1linfoma T se ha clasificado
en el grupo de linfomas inmunoblasticos y 4 en el
grupo de linfomas 1linfoblésticos.En el grupo de
miscelanea hay 3 micosis fungoides.

Los linfomas B se distribuyen,48 en 1la
categoria de bajo grado de malignidad,de 1los que
37 son linfomas 1linfociticos pequefios y 11 linfomas

foliculares.En la categoria de grado intermedio
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de malignidad hay 22 linfomas,3 foliculares de célula
grande y 19 difusos,de los que 4 son de célula pequefia
hendida,7 son mixtos y 8 son de célula grande.En
la categoria de alto grado de malignidad hay 9 linfo-
mas,5 inmunoblasticos y 4 de célula pequefia no hendida.
En el grupo de miscelédnea hay 3 tricoleucemias.

El 8% de 1los 1linfomas no hodgkinianos
carecen de fenotipo inmunolégico debido a que éste
se ha determinado exclusivamente en tejido incluido
en parafina y no hemos detectado CIg.Sin embargo,5
de ellos son linfomas foliculares,3 de célula pequefia
hendida y 1 de célula grande,y se consideran linfomas
B.Por el contrario,entre 1los 3 1linfomas difusos
de célula grande no se puede descartar que exista
alguno inmunoldgicamente T.

En 1la categoria de bajo grado de malignidad,
25 linfomas expresan cadenas ligeras kappa y 23
lambda.En 1la cafegoria de grado intermedio de maligni-
dad 13 1linfomas expresan cadenas ligeras kappa Yy
9 lambda.Por Gltimo,en 1la categoria de alto grado
de malignidad,2 1linfomas expresan cadenas ligeras
kappa y 7 lambda.

Como se puede ver,existe una relacibn
entre la expresién monoclonal de cadenas 1ligeras
por los 1linfomas y su clasificacién en categorias

de malignidad.En la categoria de alto grado de maligni-
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dad hay un predominio de 1linfomas con expresién
monoclonal de cadenas ligeras lambda,mientras que
en las categorias de bajo y grado intermedio de
malignidad hay un equilibrio entre 1los linfomas
con expresién monoclonal de cadenas ligeras kappa
Yy lambda,si bien hay un 1ligero predominio de kappa

sobre lambda.
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CUADROS Y FIGURAS.
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CUADRO VIII.- EDADES MEDIAS,DESVIACIONES STANDARD
E INTERVALOS DE EDAD DE 106 PACIENTES CON DIFERENTES
LINFOMAS NO HODGKINIANOS,JUNTO AL N¢ DE CASOS Y

RATIO H/M EN CADA UNO DE ELLOS.

*

PARAMETROS | LLP LF IDGI LI L LNH MF TCL

Ne CASOS 43 19 24 6 4 4 3 3
EDAD MEDIA | 61,2 56,1 59,0 67,8 16,0 15,7 51,0 46,6
D.S. 14,6 11,2 16,1 11,7 7,1 6,8 8,8 5,3
INTERVALO |17-87 36-78 14-81 50-84 7-24 5-23 39-60 40-53

RATTIO H/M 1 1,3 1 5 1 4/0_ 0,5 2

* LLP:LLC;63,9%11,8 (43-87).Ratio H/M:0,7.
L.Plasmocitoide;56,4+17,5 (17-82).Ratio H/M:1,2.
p<0,05 entre LF y LI. p<0,05 entre LL,LNH y demis grupos de lin-

fomas no hodgkinianos.

Abreviaturas:lIP,linfoma linfocitico pequefio;LF,linfoma folicular;
LDGI,linfoma difuso de grado intermedio de malignidad;LI,linfoma
inmunobléstico;ll,linfoma 1linfoblastico;ILNH,linfoma de célula

pequetfia no hendida;MF,micosis fungoide;TCL, tricoleucemia.
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CUADRO

12 PACIENTES CON LINFOMA

IX.-

EDAD MEDIA,INTERVALO Y RATIO H/M DE

12 GASTROINTESTINAL,JUNTO

AL N¢ DE CASOS Y LOCALIZACION DE LOS MISMOS.

PARAMETROS

RESULTADOS

Ne¢ DE CASOS
EDAD MEDIA
INTERVALO

RATIO H/M

p.s.

LOCALIZACION

~ Estbmago.
- I.Delgado

- I.Grueso.

12 (11,3%)
51,6%21,9
(15-84)

1,4

7 casos (58%)
4 casos (33%)

(8%)

1 caso

CON MIELOMA

CARACTERISTICAS CLINICAS

DE 20 PACIENTES

PARAMETROS | M.SOLITARIOS  M.MOLTIPLES  P.EXTRAMEDULAR L.C.P
Ne CASOS 7 (35%) 11 (55%) 1 (5%) 1(5%)
% EDAD*D.S|52,0%3,7"  s7,5%7,8" 51 68
INTERVALO | (34-71) (40-71)
RATIO H/M 2,5 2,6 1/0 1/0
G.M.SERICA| 2/5 (40%) 8 (73%) 1 0
P.B.Jones | 0/5 (0%) 5 (45%) 0 0
E.CLiNICOS

I 0

II 7(A)(64%)

111 4(3B)(36%)

* Diferencias no significativas.
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CUADRO XI.- INMUNOGLOBULINAS DETECTADAS MEDIANTE
INMUNOELECTROFORESIS EN 20 PACIENTES CON MIELOMA.

CADENAS PESADAS CADENAS LIGERAS
MIELOMAS Ne | ND @ IgD IgG IgA{ND ¢ Kappa Lambda
SOLITARTOS 7 2 3 2 3
MOLTIPLES 11 3 2 3 6
EXTRAME-
DULARES 1 -1
L.CELULAS
PLASMATICAS 1 1 1
CUADRO XIT.- RESULTADOS DEL ESTUDIO INMUNOLOGICO
DE LOS ORGANOS LINFOIDES.

G.LINFATICOS

PARAMETROS Y amiGDALA BAZO TIMO
N2 CASOS 10 3 1
PATRON TINCION SIg:
- IgM,IgG e IgA Complejo folicular Complejo folicular ND
- IgDh Manto folicular Manto intermedio ND
- Kappa y lambda Complejo folicular Complejo folicular ND
PATRON TINCION Ac.Mo:
- CB,0KB2 y OKB7 Complejo folicular Complejo folicular ND
- dal Complejo folicular Complejo folicular ND
- CALLA Centro germinal Centro germinal T.Corticales
~ OKT11,0KT4 y OKT8 A.Interfolicular A.Periarteriolar T.Cort/med.
- CT A.Interfolicular A.Periarteriolar T.Medulares.
- OKT6 C.R.I. C.R.I. T.Corticales
- OKT9 Centro germinal Centro germinal. T.Subcapsul.
- OKT10 ND ND T.Corticales
- OKM1 y OKMS C.R.D. H-M. C.R.D. H-M. ND

Complejo folicular:Manto folicular y centro germinal.CRI:Célula
reticular interdigitante.CRD:Célula reticular dendritica.ND:No

determinado.
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CUADRO XIII.-

SANGRE PERIFERICA DE

RESULTADOS DEL ESTUDIO

INMUNOLOGICO EN

19 LLC-B,1 LEUCEMIA PROLINFociTICA

B,2 LINFOMAS FOLICULARES DE CELULA PEQUENA HENDIDA Y

1 LINFOMA LINFOBLASTICO T.

122

IgS ANTICUERPOS MONOCLONALES

TIPOS Ne|IgSP K L | Bl Ial Ml Leul Ti1 T4 T8 T6 CALIA
L1C-B 19
% medios 76,3 76,3 70,3|56,9 82,3 2 47,6 5,1 NDND ND ND
Intervalos 27 30 27|10 4 0O 5 O

a a a a a a a a

94 90 90| 95 96 12 90 24
Monoclonalidad 13 6
L.P-B 1
% células + 76 40 O} 75 78 2 68 2015 5 ND ND
L.F.C.P.HENDIDA | 2
% medios 84 78 0|60 74 4 N 19 0O O O ND
Intervalos 78 66 30 658 1 9

a a a a a a

90 90 90 90 7 29
Monoclonalidad 2 0
L.LINFOBLASTICO T| 1
% células + 0O O o]l 0O O O N 9OND ND 9 O

IgSP: Inmunoglobulina de sup'erficie polivalente.

* % medios de células + en 7 casos determinados.

ND:No determinados.




CUADRO

XIV.-

EN PARAFINA DE

RESULTADOS DEL ESTUDIO

INMUNOLOGICO

20 L.L.PEQUENOS Y 18 L.FOLICULARES.

INMUNOGLOBULINA CITOPLASMICA
TIPOS Ne ® KAPPA LAMBDA IgM IgG IgM+IgD
L.L.PEQUENOS 20
- LLC-B~ 2
- L.Prol-B
- L.T-perif.
- L.Plasmocit.} 16 7 9 11 4 1
L.FOLICULARES | 18
- L.F.Pequeio 7 2 1
- L.F.Mixto 5 1 4 2
- L.F.Grande 1 1
CUADRO XV.- RESULTADOS DEL ESTUDIO INMUNOLOGICO
EN PARAFINA DE 38 L.DIFUSOS DE GRADO INTERMEDIO

DE MALIGNIDAD.

INMUNOGLOBULINA CITOPLASMICA
TIPOS Ne | @ KAPPA LAMBDA IgM IgG IgM+IgG IgM+IgA
L.D.PEQUENO 4 2 2 4
L.D.MIXTO 8
- L.IP.Polimorfo 5
- L.D.M.Hendida 2 1 1 101
- L.T-periférico 111
L.D.GRANDE 12
- C.Hendida 5 2 1
- C.No hendida 3 1 1 1
- N.Multilobulado 1
- Folicular(®>50%Cbl)] 3| 1 2 1
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CUADRO XVI.-

RESULTADOS DEL ESTUDIO INMUNOLOGICO

EN PARAFINA DE 14 L.DIFUSOS DE ALTO GRADO DE MALIGNIDAD

3 MICOSIS FUNGOIDES Y 3 TRICOLEUCEMIAS.

TNMUNOGLOBULINA CITOPLASMICA
TIPOS Ne| @ KAPPA LAMBDA IgM IgG
L. INMUNOBLASTICOS 6
- Plasmocitoides 5 1 4 5
- Polimorfos 1 1
L.LINFOBLASTICOS T 4
L.C.P.NO HENDIDAS 4
- Burkitt 21 2
- No Burkitt 2 1 1 2
MICOSIS FUNGOIDES 3] 3
TRICOLEUCEMIAS 3 3 3
CUADRO XVII.- RESULTADOS DEL ESTUDIO INMUNOLOGICO

EN PARAFINA DE 20 MIELOMAS.

TNMUNOGLOBULINA CITOPLASMICA

TIPOS Ne| @ KAPPA LAMBDA IgD IgG IgA
M. SOLITARIO 71 2 4 2 L
M.MULTIPLE 11 5 6 2 6 3
P.EXTRAMEDULAR 1 1
L.C.PLASMATICAS 1 1

* 1 mieloma solitario kappa no tiene cadenas pesadas.

$ 1 mieloma solitario IgG no tiene cadenas ligeras.
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CUADRO

XVIII.-RESULTADOS DEL ESTUDIO

INMUNOLOGICO EN

CONGELACION DE 7 L.L.PEQUENOS Y 7 L.FOLICULARES.

SIg ANTICUERPOS MONOCLONALES

TIPOS N|@PKLMGMD| (B B2 B/Ial CAUA T9 CTled Ti1 T4 T8 T6
L.L.PEQUENOS | 7

- LIC-B 2 2|1111/11/11/201 1/10/1ND 0O10/10/1 N
- L.PL-B 1] 1 1 11010 001 O0O0O0O O
- L.T-P 1 ONDN ON N 1M 1 1 0 O
- L.Plasm. 3 321 3 3330 0O0Lr0MM O0O0O0ON
L.FOLICULARES| 7

- L.F.Pequefio| 4] 224 4 4 4 4 4 ONMD OO0 O O
- L.F.Mixto |1 11 11 1 1 1 OND O 0 O O
- L.F.Grande | 2] 2 2 2 2 2 2 0OND 0 0 0 O©

CUADRO XIX.- RESULTADOS DEL ESTUDIO CON INMUNOGLOBULINAS,

EN CONGELACION Y PARAFINA,DELL. MANTO FOLICULAR EN 11
LINFOMAS FOLICULARES.

M.FOLICULAR TNMUNOGLOBULINAS
TIPOS Ne presente { K L KyL IgM IgM+D IgM+G IgG IgG+A
L.F.PEQUENO| 9 7 0O 0 7 1 1 1 2 2
1.F.MIXTO 5 1 0O O 1 1
L.F.GRANDE 4 3 0O O 3 1 1 1
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CUADRO XX.- RESULTADOS DEL ESTUDIO INMUNOLOGICO EN

CONGELACION DE 4 L.DIFUSOS DE GRADO INTERMEDIO DE MALIGNI-

DAD.
SIg ANTICUERPOS MONOCLONALES

TIPOS i@ KL MMGCB R B/ Ial CAUA CT TI1 T4 T8 T6
. L.D.PEQUENO 2 112 22 2 2 0 0 0O 0O ON
L.D.MIXTO 1

- L.T-P 1{1 00 O O o) 11 1 0 O
L.D.GRANDE 1

- N.Multilob. | 1 1 1J11 1 1 1 0O 0O 0 ONMN

CUADRO XXI.- RESULTADOS DEL ESTUDIO INMUNOLOGICO EN
CONGELACION DE 3 L.D.DE ALTO GRADO DE MALIGNIDAD,3

MICOSIS FUNGOIDES,3 TRICOLEUCEMIAS Y 1 MIELOMA MULTIPLE.

SIg ANTICUERPOS MONOCLONALES
TIPOS Ne|@KLMG|CB B2 B7Ial CALIATO CT T11 T4 T8T6 Ml M
L.INMUNOBLASTICO | 1

- Plasmocitoide [1f 1 1 |1 1 11 O 1 O O O ON NN
L.C.P.NO HENDIDA | 2

- Burkitt 2 22 |2 1/11/11/1 1/11/10/10/1 0/21 /1D N ND
MICOSIS FUNGOIDE | 3|3 ONDNO N M3 3 3 00NN
TRICOLEUCEMIA 3 3 33ND1/13 O/1 MO O O ON 17101
MTELOMAS 1|

- M.Miltiple 1]1 0O 00O 0O MO O O ONDNIMN
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CUADRO XXII.- RESULTADOS DEL ESTUDIO DE LA POBLACION
Y SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS T ,EN LAS AREAS FOLICULAR

E INTERFOLICULAR,DE 7 LINFOMAS Y 13 HIPERPLASIAS,FOLICULA-

RES.
AREA FOLICULAR AREA INTERFOLICULAR
AC.MO LINFOMAS HIPERPLASIAS Signif. LINFOMAS HIPERPLASIAS Signif.
OKT11 24,9-5,8% 22,5t5,4 NS 31,9-16,8 79,4%11,4 p<0,05
(18-35,3)  (8-30) (16,3-62,6) (60,3-94,3)
OKT4 23,8-8,9 18,34,7 NS 26,018,6 63,4%14,8 p<0,05
(13-42,3) (5,3-24,6) (15,6-42,3) (39,6-87,6)
OKTS8 13,4%3,3 7,2-4,0 p<0,05 17,6-4,7 24,8-6,9 p<0,05
(9,3-18,6) (4,6-10,8) (12,3-27,3) (17,0-45,3)

* Medias y desviaciones standard de 1los porcentajes de células
T contadas en 3 A4reas,en cada uno de los 7 linfomas foliculares
y 13 hiperplasias foliculares.Intervalos de las medias entre parénte-

sis.

CUADRO XXIII.- RESULTADOS DEL ESTUDIO DE LA POBLACION
Y SUBPOBLACIONES DE CELULAS T EN 5 LINFOMAS T,13 LINFOMAS

DIFUSOS B Y 1 MIELOMA MULTIPLE.

TIPOS N2 OKT11l {%) RATIO OKT4/0KT8
LINFOMAS T 5

- L.T-Periférico 2 78,6110,0 * 7,4
- Micosis fungoides 3 80,77,0 4,6
LINFOMAS B 13

- LIC-B 1 17,043,5 1,25
L.PL-B 1 21,02,8 1,25
- L.Plasmocitoide 3 10,612,4 1,24
- L.D.Pequefio 2 13,612,6 1,17
- L.D.G.Ndcleo muitilobulado 1 22,043,5 1,43
- L.Inmunoblastico 1 7,02,1 1,50
- L.Burkitt 1 23,645,3 0,40
- Tricoleucemias 3 18,11i2,7 1,35
MIELOMA MULTIPLE 1 7,342,0 3,50

* Medias y desviaciones standard de los porcentajes de células T.



CUADRO XXIV.- RESULTADOS DEL ESTUDIO DE LA RELACION
ENTRE FENOTIPO INMUNOLOGICO,EXPRESION MONOCLONAL DE
CADENAS LIGERAS Y CLASIFICACION DE 100 LINFOMAS NO
HODGKINIANOS.

CADENAS LIGERAS FENOTTIPO
KAPPA LAMBDA B

25 48

22 37

GRUPOS N-
BAJO GRADO 52

=N
o w
H

L.L. Pequefio 38
L.F.Pequefio

L.F.Mixto
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L.D.Pequetio
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MISCELANEA

Micosis fungoide

O W W o & Bk O b B O B 00 O W KL » O
©O O O KB O Fr M W o MDD

W O W W o d g9 U0 P N B O & b»

W O W & O U1 VU O J & W

O W W O b B 1 O B O O B O O KB B

w W o b b o

Tricoleucemia

GDOOOOOOO#OOI—'(.HOU)O(A)%

=
o
o
=
0o
-
o
'3
N
00
N
=
o



40,5

22,6

17,9

5,6

3,8

LIC
24,5
1DG
11,3
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T.1.P LF 1D LI 1L LNH M

FIGURA 1.- Frecuencia y distribucién de 106 1linfernas no
hodgkinianos agrupados segun la clasificacién de la Formulacién

Internacional de Trabajo.

LIP,linfoma linfocitico pequefio ;LTP,linfama T-periférico;LP,
linfoma plasmocitoide;LIC,leucemia linfocitica crénica;LF,lin-
foma folicular;LFP,folicular de célula pequefia;LFM, folicular
mixto;LFG,folicular de célula grande;ILD,linfoma difuso;IDP,de
célula pequeiia;1LDM,difuso mixto;IDG,difuso de célula grande;LI,
linfoma inmunoblastico;LL,linfoma linfoblastico;LNH,de célula
pequeiia no hendida;M,miscelénea;MF,micosis fungoide;TCL,trico-

leucemia.
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FIGURA 2.- Estadios clinicos de 32 pacientes con linfomas
de bajo grado de malignidad,segun la clasificacién de Ann
Arbor.
* 16 L.L.P.Plasmocitoides.
* 9 L.Foliculares de célula pequefia hendida.
* 6 L.Foliculares mixtos de célula grande y pequefia hendida.
* 1 L.T-Periférico de célula pequefia.
Invasién de la médula ésea.

N9 de casos entre paréntesis.
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FIGURA 3.- Estadios clinicos de 28 pacientes con linfomas
de grado intermedio de malignidad,segin la clasificacién
de Ann Arbor.
* 4 L.Foliculares de célula grande.
* 4 L.Difusos de célula pequefia hendida.
* 8 L.Difusos mixtos de célula pequefia y grande.
* 12 L.Difusos de célula grande.
Invasién de la médula ésea.

N2 de casos entre paréntesis.
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FIGURA 4.- Estadios clinicos de 14 pacientes con linfomas
de alto grado de malignidad, segan 1la clasificacién
de Ann Arbor.
* 6 L.Inmunoblasticos.
* 4 L.Linfoblasticos.
* 4 L.de célula pequeila no hendida.

Invasién de la médula odsea.

Ne de casos entre paréntesis.
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FIGURA 5.- Estadios clinicos de 6 pacientes con linfoma
de célula grande inmunoblastico, segan 1la clasificacién
de Ann Arbor.

Invasién de la médula ésea.

N2 de casos entre paréntesis.
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FIGURA 6.- Estadios clinicos de 8 pacientes con linfamas,
linfoblastico y de célula pequefia no hendida,segin
la clasificacién de Ann Arbor.
* 4 L.Linfoblasticos.
* 4 L.de célula pequefia no hendida.

| Invasién de la médula ésea.

N9 de casos entre paréntesis.
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FIGURA 7.- Estadios clinicos de 3 pacientes con micosis
fungoide,segin la clasificacién de Ann Arbor.

N2 de casos entre paréntesis.
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FIGURA 8.- Estadios clinicos de 3 pacientes con tricoleu-
camia, segin la clasificacién de Ann Arbor.
Invasién de la médula ésea.

N2 de casos entre paréntesis.
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FIGURA 9.- Relacién entre 1los patrones histolégicos
de invasién medular y estadios clinicos de la "Internatio-
nal Workshop" en 26 LIC.

Patrén nodular.

Patrén intersticial.

Patrén mixto (nodular + intersticial).

Patrén difuso.
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16,6%

16,6
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33,3%

LFP 8,3%
Linfomas

LF 1D

FIGURA 10.- Distribucién de 1los tipos histolégicos de

linfoma primario gastrointestinal.

LF,linfoma folicular;LFP,linfoma folicular de célula pequefia
hendida; IFG, linfoma folicular de célula grande ;ID,linfoma
difuso; IDG, linfoma difuso de célula grande;IDM, linfoma
difuso mixto;IDP,linfoma difuso de célula pequefia hendida;LI,
linfoma  inmunoblastico; INH, linfoma de célula pequefia no

hendida;LP,linfoma plasmocitoide.
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FIGURA 11.- Estadios

25%
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III

33,3%

(4)

50% (2)

Estadios

Clinicos

clinicos de 12 pacientes con

linfoma le gastrointestinal,segin

de Blackledge modificada.

Invasién de la médula dsea.

N2 de casos entre paréntesis.

la clasificacién
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FIGURA 12.- Proliferacién monomorfa de 1linfocitos pequefios con
escaso citoplasma y nuacleo redondo,junto a prolinfocitos en 1la

impronta ganglionar de una LLC-B.May-Grunwald-Giemsa,X 1000.
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FIGURA 13.- Corte histolégico de wun linfoma linfocitico pequefio
plasmocitoide.Linfocitos pequeiios ,células con diferenciacién

plasmocitoide y plasmaticas.Ganglio axilar.H.Eosina,X 1000.
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FIGURA 14.- L.L.P.Plasmocitoide.Ultraestructura de una célula
plasmocitoide en la que se observa un nucleo excéntrico y amplio
citoplasma,con numerosas cisternas dilatadas de RER,mitocondrias

dispersas y un aparato de golgi bien desarrollado.X 5500.
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FIGURA 15.- Tincidén argéntica que pone de manifiesto la nodularidad

de un linfoma folicular,debido a la presencia de fibras de reticuli-

na en areas T perivenulares.Ganglio cervical.Reticulina de Gomori,X

250.



144

GEES
i
-% IV --T
u |
FIGURA 16.- Celularidad de un linfoma folicular mixto.Junto a

numerosas células pequefias hendidas se aprecian células grandes

de aspecto centroblastico.Ganglio cervical.H.Eosina,X 200.



FIGURA 17.- Ultraestructura de wun 1linfoma folicular de célula
pequefia hendida.Células linfoides de pequeifio a mediano tamafio,con
moderado citoplasma y nucleos de contornos irregulares,angulados
y hendidos con heterocromatina central y marginal y un nucléolo

pequeiio.Bazo.X 1950.
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FIGURA 18.- Ultraestructura de una célula reticular dendritica,de
morfologia estrellada y triangular,con largas prolongaciones
citoplasmicas,entre la celularidad de un linfoma folicular.

X 3300.
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FIGURA 19.- Corte histolégico de un linfoma difuso mixto (linfoma

T-periférico),en el que se observa una celularidad polimorfa,células
pequefias y grandes con nuicleos irregulares y células plasmaticas.

Ganglio inguinal .H.Eosina,X 400.
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FIGURA 20.- Linfoma difuso mixto (linfoma T-periférico).Ultraestruc-
tura de un Dblasto 1linfoide que muestra un nucleo fragmentado,de

contornos irregulares y un citoplasma amplio con lisosomas disper-

sos.X 5500.
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FIGURA 21.- Impronta ganglionar de un 1linfoma difuso de célula
grande de nicleo multilobulado.Las grandes células 1linfoides
presentan nucleos multilobulados con profundas indentaciones,varios
nucléolos prominentes y citoplasmas baséfilos.May-Grunwald-Giemsa,

X 1000.
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FIGURA 22.- Proliferacién difusa de células grandes de amplio

citoplasma,con nucleos redondos,vesiculares y nucléolos centrales
hiperplasicos,caracteristicas del 1linfoma inmunobléastico.Ganglio

inguinal.H.Eosina,X 1000.
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FIGURA 23.- Tincién con fosfatasa acida de un linfoma linfoblastico
T,en la que se pone de manifiesto una positividad citopléasmica,pun-
tiforme,de 1localizacién centrosdémica paranuclear en la mayoria

de los blastos linfoides.Impronta ganglionar,X 1000.
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FIGURA 24.- Impronta ganglionar de un 1linfoma difuso de célula

pequefia no hendida tipo Burkitt.El citoplasma baséfilo de los

blastos linfoides contiene vacuolas de lipidos.May-Grunwald-Giemsa,

X 1000.
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FIGURA 25.- Ultraestructura de un linfoma difuso de célula pequeiia
no hendida tipo Burkitt.Los blastos 1linfoides presentan nucleos
redondos u ovales con cromatina en grumos y nucléolos hiperplasicos.
En el citoplasma se observan numerosos poliribosomas y vacuolas

grasas.X 3300.
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FIGURA 26.- Micosis fungoide.Aspeeto ultraestructural de 3 células
linfoides con escaso citoplasma,nicleos cerebriformes con heterocro-

matina marginal y un pequefio nucléolo.Piel.X 5500.
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FIGURA 27.- Impronta esplénica de una tricoleucemia.Junto a numero-
sos hematies,se observan células linfoides de mediano tamafio

y de aspecto monocitoide.May-Grunwald-Giemsa,X 400.
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FIGURA 28.- Metéastasis ganglionar de un mieloma multiple.Llas
células plasmaticas bien diferenciadas presentan nucleos excéntricos
con disposicién de 1la cromatina en '"rueda de carro" y amplios

citoplasmas.Ganglio cervical .H.Eosina,X 400.
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FIGURA 29.- Patrén de tincidén en congelacién con IgM de una hiper-
plasia folicular reactiva.Los linfocitos del centro germinal

y manto folicular muestran SIgM,mientras que los linfocitos del
drea paracortical carecen de ella.Ganglio cervical.Procedimiento

de inmunoperoxidasa en 2 tiempos,sistema avidina-biotina,X 200.
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FIGURA 30.- Patrén de tincidén en congelacién con IgD de una hiper-
plasia folicular reactiva.Sélo 1los linfocitos del manto folicular
presentan SIgD.Ganglio inguinal.Procedimiento de inmunoperoxidasa

en 2 tiempos,sistema avidina-biotina,X 200.
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FIGURA 31.- Linfocitos T,0KT4 +,en el centro germinal vy manto

folicular de una hiperplasia folicular reactiva en congelacidn.Gan-
glio cervical.Procedimiento de inmunoperoxidasa en 3 tiempos,sistema

avidina-biotina, X 400.
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FIGURA 32 Patrén de tincidén en congelacidédn de los timocitos
corticales <con el anticuerpo monoclonal CALLA.Timo.Procedimiento

de inmunoperoxidasa en 3 tiempos,sistema avidina-biotina,X 200



FIGURA 33.- Patrén de tincidén monoclonal con cadenas ligeras
de un linfoma linfocitico pequefio plasmocitoide,incluido en parafi-
na.A la derecha;tincién citoplédsmica con lambda.A la izquierda;
ausencia de tincidén citoplésmica con kappa.Ganglio axilar.Procedi-

miento de inmunoperoxidasa en 2 tiempos,sistema avidina-biotina,

X 400.
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FIGURA 34.- Infiltracién hepdtica por un mieloma multiple.Patrdn
ke tincién monoclonal con cadenas 1ligeras,en tejido incluido
en parafina.A la derechaj;ausencia de tincidén citoplésmica con
kappa.A la izquierda;tincidén citoplésmica con lambda.Higado.Procedi-

miento de inmunoperoxidasa en 2 tiempos,sistema avidina-biotina,

X 200.

162



FIGURA 35.- Patrén de tincidén monoclonal con
en congelacién de un linfoma folicular.A Ila
de tincidén de superficie con kappa en las células

cia de una malla de inmunoglobulina intercelular.A

cadenas ligeras
derecha;ausencia
linfoides.Presen-

la izgquierda;tin-

cién de superficie con lambda en las células linfoides.Bazo.Procedi-

miento de inmunoperoxidasa en 2 tiempos,sistema avidina-biotina,

X 400.
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FIGURA 36.- Patrén de tincidén con 0KB7 de un linfoma folicular,en
congelacidén.Ganglio retroperitoneal .Procedimiento de inmunoperoxida-

sa en 3 tiempos,sistema avidina-biotina,X 100.



FIGURA 37.- Patrédn de tincidén en congelacidédn con cadenas ligeras,mo-
noclonal de los linfocitos neoplasicos y policlonal de los linfoci-
tos del manto folicular,en un linfoma folicular.A la derecha;ausen-
cia de tincidén de superficie en los linfocitos neoplasicos vy
tinciébn de superficie en los linfocitos del manto folicular con
kappa.A la izquierda;tincién de superficie en los linfocitos
neoplasicos y del manto folicular con lambda.Ganglio axilar.Procedi-
miento de inmunoperoxidasa en 2 tiempos,sistema avidina-biotina,

X 100.
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FIGURA 38.- Fenotipo inductor/colaborador de wun linfoma difuso
mixto (linfoma T-periférico),al demostrar en congelacidn,positividad
con OKT4 en la mayoria de las células neopléasicas.Ganglio inguinal.
Procedimiento de inmunoperoxidasa en 3 tiempos,sistema avidina-

biotina, X 200.
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FIGURA 39.- Tincién con el anticuerpo monoclonal O0KT4 de las
células linfoides en la dermis superficial vy epidermis de una
micosis fungoide.Piel.Procedimiento de inmunoperoxidasa en 3

tiempos,sistema avidina-biotina,X 200.
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Siguiendo 1los <criterios de la clasificaciédén
de la Formulacién Internacional de Trabajo (94)
y aquéllos que permiten establecer una equivalencia
entre ésta y 1la clasificacién de Kiel (79) hemos
clasificado 106 linfomas no hodgkinianos.

Nuestros resultados indican que el grupo
de 1linfomas 1linfociticos pequefios con un 40,5% es
el mas frecuente.Dentro de él,las LLC representan
el 24,5%,los 1linfomas plasmocitoides el 15% y 1los
linfomas T-periféricos el 0,9%.A continuacidén se
encuentban los 1linfomas difusos de grado intermedio
de malignidad con un 22,6% y los linfomas foliculares
con un 17,9%.

Resultados bastante similares obtienen
Lennert y Stein (77) en un estudio de 1997 linfomas
no hodgkinianos procedentes del registro de gangli&s
linfaticos de Kiel.En él,si excluimos 1las micosis
fungoides y tricoleucemias,el 37% de 1los linfomas
no hodgkinianos son linfomas linfociticos pequefios, de
los que el 17,6, 17,8 y 1,3% corresponden a LLC,linfo-
mas plasmocitoides y linfomas T-periféricos,respectiva-
mente.Los linfomas foliculares (centrobléasticos/centro-
citicos) constituyen el 22,8%.

Merced al estudio clinico-patolégico de
1175 1linfomas no hodgkinianos por el "National Céancer

Institute" surge 1la clasificacién de la Formulacibn
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Internacional de Trabajo (94),segln la cual,los
linfomas foliculares constituyen el 34%,los linfomas
difusos de grado. intermedio de malignidad el 33,3%
y los linfomas linfociticos pequefios el 3,6%.

Los diferentes porcentajes de 1linfomas
linfociticos pequeﬁos,foliculares y difusos observados
en nuestro estudio en comparacibén con los del "National
Céancer Institute) son debidos,por un 1lado a una
menor frecuencia de 1linfomas foliculares Yy difusos
y por otro,a un notable incremento de linfomas linfoci-
ticos pequefios.La mayor frecuencia de linfomas linfoci-
ticos pequefios,principalmente de LLC,en nuestro
estudio,es debida a una diferente préactica de biopsias
en este grupo de 1linfomas.Debido a que los ganglios
linfaticos de 1los pacientes con LLC rara vez se
biopsian,éstas se han diagnosticado mediante biopsia
de médula o6sea y estudio en sangre periférica Yy
las hemos clasificado en el grupo de linfomas linfoci-
ticos pequefios.

Con respecto a la distribucién etéaria
de 1los 1linfomas no hodgkinianos,los linfomas inmuno-
blasticos se presentan a una edad mas avanzada que
los linfomas linfociticos pequefios,foliculares Yy
difusos de grado intermedio de malignidad.Por el
" contrario,los linfomas,linfoblastico y de célula

pequefia no hendida,lo hacen durante 1la infancia
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y adolescencia,principalmente por debajo de 1los
25 afios de edad.Por otro 1lado,mientras que las LLC
aparecen a partir de los 40 afios,los linfomas plasmoci-
toides .y difusos de grado intermedio de malignidad
pueden presentarse a una edad m&s temprana.

En nuestro estudio,el 1,8% de los pacientes
con linfomas de bajo e intermedio grado de malignidad
tienen menos de 20 afios de edad y sblo el 0,9% son
linfomas foliculares.Estos son extremadamente raros
por debajo de 1los 20 afios de edad,como han sefialado
Winberg y <cols (146) y Frizzera y Murphy (33) que
obtienen un 0,8 y un 2,5% respectivamente,de linfomas
foliculares por debajo de esta edad.

Escasas diferencias entre hombres y mujeres
hemos observado en la mayoria de los grupos de linfomas
no hodgkinianos.Sélo un claro predominio de 1los
hombres se ha puesto de manifiesto en 1los grupos
de 1linfomas,inmunoblastico y de célula pequefia no
hendida,sin confirmar el predominio de hombres sobre
mujeres entre los pacientes con linfoma linfobléastico,
observado por otros autores (77,94).

Para determinar el estadio clinico de
extensién de 1los pacientes con 1linfoma se pueden
utilizar diferentes clasificaciones,como 1la de Ann
Arbor (18) que,ademds de ser la méAs utilizada,es

en la que se ha demostrado una plena validez para
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efectuar el estadiaje no s6lo de 1la enfermedad de
Hodgkin sino de 1los 1linfomas no hodgkinianos (114).
Otras clasificaciones como 1la de Blackledge (91)
y de Ann Arbor (142) modificadas,pueden ser empleadas
para realizar el estadiaje de 1los pacientes 'con
linfoma 1°¢ gastrointestinél.

Mediante la clasificacién de Ann Arbor
(18) y excluyendo 1las LLC hemos puesto de manifiesto
que el 62,5% de los paciéntes con linfomas de bajo
grado de malignidad estan en estadio 1IV,mientras
que el 36% con linfomas de alto e intermedio grado
de malignidad respectivamente,se encuentran en éste
estadio.Ademés,el 95,70 y 100% de 1los pacientes
con linfomas de bajo,intermedio y alto grado de
malignidad en estadio IV,tienen invasién de la médula
6sea,respectivamente.Entre los linfomas de alto
grado de malignidad es interesante destacar que
la invasién de 1la médula 6sea es mas frecuente en
los linfomas,linfoblastico y de célula pequefia no
hendida  que en los 1linfomas inmunoblésticos.Por
otro lado,como en las LLC,los pacientes con tricoleuce-
mia estan en estadio IV y tienen invasién de la
médula O6sea,mientras que és raro encontrar pacientes
con micosis fungoide en estadio IV y con invasidn
de la médula 6sea.

El elevado porcentaje de pacientes con
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linfomas de bajo grado de malignidad en estadio
IV,en el momento del diagnéstico,puede ser debido
a la 1lenta e insidiosa evolucidén de estos linfomas
(114) o como han sefialado Galton y cols (37) al
diferente mecanismo de diseminacidén de los linfomas.En
general, los linfomas de éité grado de malignidad
se presentan como tumores localizados y con frecuencia
de situacidén extraganglionar,desde donde se extienden
infiltrando los tejidos adyacentes,en tanto que
los 1linfomas de bajo grado de malignidad se diseminan
por un proceso fisiolbégico de recirculacién.

Las clasificaciones que se wutilizan para
determinar el estadio clinico de extensién de los
pacientes con LLC son las propuestas por Rai (103)
y por la "International Workshop'" (11).En este sentido,
hemos confirmado 1la relacién existente entre 1los
patrones histolégicos de invasién medular y 1los
estadios <c¢linicos de los pacientes con LLC,demostrada
también por diversos autores (10,17,52,53).Asi,utili-
zando 1la clasificacidén de la "International Workshop"
(11),hemos demostrado que el 64% de los pacientes
en estadio A tienen un patrén de invasibén medular
nodular e 1intersticial,el 60% en estadio B tienen
un patrdén intersticial y el 75% en estadio C presentan
un patrén difuso.Rozman y cols (117) han demostrado

que los distintos patrones histolébégicos de invasién
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medular presentan una curva de supervivencia diferente,
con clara significacién estadistica,de ahi la importan-
cia que tienen estas clasificaciones a 1la hora de
evaluar a los pacientes con LLC.

Los 1linfomas 12 gastrointestinales suponen
en nuestro estudio el 11,3% dé los linfomas no hodgki-
nianos,afectan principalmente a 1los hombres y se
localizan preferentemente en el estbémago.El estadio
III de 1la clasificacién de Blackledge modificada
(91) contempla 1la posibilidad de que un linfoma
origine una perforacibén y peritonitis.Nosotros conside-
ramos que esta posibilidad es més una complicacidn
en la evolucién de un 1linfoma que un estadio.Por
tanto,el estadio III debe corresponder a la amplia
afectacidn ganglionar,ganglios paraadérticos o méas
distantes,y el estadio IV a la enfermedad diseminada
extraganglionar,desapareciendo asi,el estadio A%
de la citada clasificacién.De esta manera,el 33%
de 1los pacientes se encuentran en estadio IV y el
50% de ellos tienen invasién de la médula ésea.Estos
resultados se aproximan a 1los observados en 1los
linfomas difusos de grado intermedio de malignidad,si
bien en éstos el porcentaje de invasién de la médula
6sea es mayor.

Los 1linfomas difusos son los que,con mayor

frecuencia,afectan al tracto gastrointestinal y
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dentro de ellos,en particular,el de célula grande
supone el 33,3%.Esto concuerda con el 57 y 50% de
linfomas histiociticos difusos en 1la clasificacién
de  Rappaport (104),obtenidos por Weingrad y cols
(142) e Isaacson y cols (59),respectivamente.

Aunque el mieloma mailtiple es mas frecuente
que el mieloma solitario,éste no es tan raro como
sefiala Bataille (3),puesto que constituye el 35%
de nuestros tumores de células plasmaticas.Los plasmo-
citomas extramedulares son bastante menos frecuentes,
representan el 5% Yy suelen 1localizarse en el arbol
respiratorio superior y cavidad oral (149).Mas raro
atn es la presentacidén simulténea,sin tratamiento
quimioterapico previo,de una leucemia de células
plasmiticas y una leucemia mielomonocitica crbénica.Ade-
mas del caso que presentamos,sblo 12 han sido descritos
en la literatura (21).

Si bien los pacientes con mieloma solitario,
en general,son mas Jjévenes que 1los pacientes con
mieloma mGltiple (88,148),no hemos encontrado diferen-
.cias estadisticamente significativas entre las edades
medias de ambos grupos de pacientes.

Mediante 1la clasificacién de Durie y Salmon
(27),que permite determinar el estadfio clinico de
los pacientes con mieloma mGltiple,el 64% de ellos

se encuentran en estadio II y el 36% en estadio
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IIT y sblo el 75% de los pacientes en estadio III
tienen alteracién de 1la funcibén renal.Woodruff Yy
cols (148) han sefialado que 1la presencia de una
paraproteina en el suero u orina de un paciente
no excluye el diagnéstico de mieloma solitario y
ademés,ésta es importante porque permite el seguimiento
de 1los pacientes con mieloma mdltiple y solitario.En
el 40% de 1los pacientes con mieloma solitario hemos
detectado,mediante inmunoelectroforésis sérica,gammapa-
tia monoclonal de tipo IgG/kappa,mientras que ésta
se ha encontrado en el 73% de 1los pacientes con
mieloma maltiple,principalmente de tipo IgG/lambda.Sélo
en el 45% de 1los pacientes con mieloma maltiple
se ha demostrado una paraproteina en orina.Asi pues,IgG
es la cadena pesada de inmunoglobulina més frecuente-
mente detectada y kappa en 1los mielomas solitarios
Yy lambda en los mielomas mGltiples,las cadenas ligeras
més frecuentes.

Desde el punto de vista cito-histolégico,los
linfomas linfociticos pequefios estan constituidos,prin-
cipalmente,por células de pequefio tamafio e incluyen
a 1las LLC,linfomas plasmocitoides y linfomas T-perifé-
ricos.Las LLC se identifican con facilidad no sélo
por su frecuente expresidén hemoperiférica sino también
por su morfologia.Los 1linfomas plasmocitoides se

reconocen por su tendencia a la diferenciacidén plasmo-
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citoide y porque como hemos demostrado presentan
inclusiones intracitoplasmicas e intranucleares
de inmunoglobulina en el 50 y 31% de los casos,respec-
tivamente.Ademéds,el 50% de nuestros pacientes tienen
gammapatia monoclonal sérica detectable.

El 1linfoma T-periférico (14) ha sido denomi-
nado sarcoma inmunobléstico T (23),linfoma ganglionar
de células T (23),linfoma de zona T (77),linfoma
pleombérfico (140),1infoma linfoepitelioide (77)
y linfoma de célula T multilobulado (99).E1 amplio
espectro morfoldégico de este tipo de 1linfomas ha
sido demostrado,recientemente,por Weis y cols (143),se-
flalando 1la dificultad de su inclusién en la clasifica-
cién de ‘la Formulacién Internacional de Trabajo
(94),ya que ésta no los contempla en su totalidad.Estos
autores (143) los agrupan en 4 categorias morfoldgicas
con significacibén pronéstica y se corresponden con
los linfomas,linfocitico pequefio,difuso mixto,de
célula grande e 1inmunobléastico.Ademés,sugieren la
posibilidad de que algunos casos considerados inicial-
mente como enfermedad de Hodgkin sean,en realidad,lin-
fomas T-periféricos.El linfoma T-periférico que
hemos estudiado,entre 1los 1linfomas de bajo grado
de malignidad,morfolégicamente se origina del Aarea
paracortical,estad constituido por células de pequefio

tamafio con nacleos de contornos irregulares y por
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lo tanto debe ser clasificado en el grupo de linfomas
linfociticos pequefios.

Para que un linfoma folicular sea clasificado
como tal,tiene que presentar al menos un 25% de
su superficie un patrén de crecimiento folicular.Enton-
ces si las células pequefias hendidas predominan
Yy el nUGmero de centroblastos es inferior al 5% se
clasifica como 1linfoma folicular de célula pequefia
hendida.Si se acompafian de un 6 a un 15% de centroblas-
tos se clasifica como 1linfoma folicular mixto vy
si el numero de éstos se encuentra entre un 15 y
50% se clasifica como 1linfoma folicular de célula
grande.En cada uno de ellos se indicara la presencia
de esclerosis y A&reas difusas,ya que ademds del
tipo celular,tienen significacién pronéstica (942.

El 1linfoma difuso de célula pequefia hendida,
que es 1la contraparte difusa del linfoma folicular
de c