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MOTIVO DE CONSULTA

Se trata de un varén de 43 afios, sin anteceden-
tes personales ni familiares de interés, que con-
sulta en julio de 2019 por fiebre de hasta 38 °C
con sudoracién nocturna, astenia y disnea.

HISTORIA CLIiNICA

Desde 4 semanas antes de ingresar, el paciente
presentaba deterioro progresivo del estado ge-
neral, que se acompanod de astenia y disnea de
moderados esfuerzos. En las 2 Ultimas semanas
presento fiebre diaria (hasta 38°C) acompanfia-
da de sudoracién nocturna.

En la exploracion fisica, a nivel pulmonar, des-
tacaba una disminucién del murmullo vesicular
en el campo medio y la base pulmonar derecha,
y, a nivel abdominal, se palpaba una esplenome-
galia de 4 cm. Ademas, presentaba adenopatias
de consistencia fibroeldstica en territorios cervi-
cales, axilares e inguinales bilaterales, todas de
entre 2y 4 cm.

PRUEBAS COMPLEMENTARIAS

En la analitica que se realiza al ingreso, des-
tacaba una lactato deshidrogenasa (LDH) de
610 U/L, una proteina C reactiva de 8,4 mg/dL
y una B2-microglobulina de 4,4 mg/L. En el he-
mograma presentaba los siguientes parametros:
hemoglobina (Hb) de 133 g/L, leucocitos de
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5,5 x10°%/L (N: 3,74 x 10°/L; L: 0,93 x 10°%/L; M:
0,44 x 10%/L) y plaquetas de 94,0 x 10%/L.

Se realizé una radiografia de térax en la que
presentaba ocupacion adenopatica en el me-
diastino y derrame pleural derecho con atelec-
tasia ipsilateral. Se amplié el estudio con una
tomografia computarizada (TC) toracoabdomi-
nal, en la que se objetivé una afectacién ade-
nopatica generalizada, con tendencia a formar
conglomerados (= 9 cm) a nivel cervical, supra-
clavicular y mediastinico, asi como una extensa
afectacion mesentérica y retroperitoneal.

El estudio de extension mediante tomografia
por emisidn de positrones combinada con TC
(PET/TC) objetivo captacidon en todos los terri-
torios anteriormente descritos y un incremento
difuso de la captacion en la médula ésea (MO).

Se realizé un aspirado de MO (AM) en el que
se objetivd una infiltracion intersticial (14%) por
linfocitos de pequeio tamafio, con muy alta re-
lacién nucleo-citoplasma, nucleos con croma-
tina condensada, sin nucléolos y con una hen-
didura nuclear unica (morfologia “centrocito”)

. También se realizaron improntas de
ganglio linfatico en las que presentaba una alta
celularidad y tendencia al monomorfismo, con
predominio de elementos de tipo “centrocito”

Los estudios inmunofenotipicos del aspirado
medular y del material de suspensién ganglio-
nar objetivaron la presencia de un 2 y un 91%,
respectivamente, de elementos con fenotipo
CD19+, CD10+(débil), CD23+, CD81+, CD22+,
CD20+ (IFM 617), CD200+ (IFM 125), CD79b+
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Figura 1. A: citologia del aspirado de
médula dsea. Flecha roja: linfocitos
con morfologia “centrocito”. May-
Grinwald Giemsa (x 100); B:impronta
de ganglio linfatico. May-Griinwald-
Giemsa (x 4, x100).

Figura 2. Inmunofenotipo mediante
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(IFM 130), CD38+ (IFM 187), CD103-, FMC7+,
CD1lc+, CD25+, bcl2+, CD45+ (infraexpresado)
y con monoclonalidad lambda (IFM 223). En
ambas muestras se objetivd expresion CD5+ de
intensidad intermedia . El analisis del
liguido pleural también evidencié una infiltra-
cion por linfocitos de pequefio tamaio y aspec-
to bien diferenciado, con positividad para CD19
y monoclonalidad lambda.
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En la biopsia de médula désea presentaba
una infiltracion paratrabecular (aproximada-
mente un 15-20%) por linfocitos que, predomi-
nantemente, fueron de pequefno tamafio con
morfologia “centrocito”, si bien se apreciaba
una pequefa fraccidon de elementos de tamano
grande.

En la anatomia patoldgica ganglionar se in-
formaba de una neoplasia maligna de estirpe
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Figura 3. Anatomia patoldgica de
médula dsea y ganglio linfatico.

A: anatomia patoldgica ganglionar.
Hematoxilina-eosina (X 2);

B: anatomia patoldgica ganglionar.
Hematoxilina-eosina (x 100);

(-F: inmunohistoquimica en médula
dsea positiva para (D20, (D5, (D10,
Bcl2; G-J: inmunohistoquimica de
biopsia ganglionar positiva para (D20,
(D5, (D10, Bel2.
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linfoide con patréon de crecimiento folicular,
compuesta en su mayoria por centrocitos.

El estudio inmunohistoquimico de las areas
neopldsicas, tanto de la MO como del ganglio
linfatico, objetivd positividad para CD20, CDI10,
BCL2 y, focalmente, bcl6. En ambas muestras
fueron negativos MUMIT, CD3 y ciclinaD1, pero se
objetivo positividad de CD5. La expresion del in-
dice proliferativo Ki67 en el ganglio linfatico fue
del 30% .

El estudio citogenético de la suspensidon gan-
glionar mostrd un cariotipo 46, XY [20], pero en
la hibridacidn in situ fluorescente (FISH) presen-
taba un 94% de nucleos con reordenamiento de
BCL2. BCL6, C-MYC y BCL] fueron negativos. El
estudio de biologia molecular de la suspension
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ganglionar objetivd clonalidad en las regiones
FR1y FR2 del gen de la cadena pesada de las
inmunoglobulinas (IdentiClone’ IGH Gene Clon-
ality Assay, Invivoscribe), pero no se detecta-
ron las variantes MBR ni mcr del gen de fusion
BCL2-IGH.

Con el diagndstico de linfoma folicular CD5+
(LNH LF CD5+), de grado histoldégico 2, estadio
Ann Arbor IV-B, indice prondstico internacio-
nal (IPl) de 2 e indice prondstico internacional
en linfoma folicular-2 (FLIPI-2) de 3, inicié tra-
tamiento dentro de un ensayo clinico segun el
esquema obinutuzumab-CHOP (obinutuzumab
1.000 mg, ciclofosfamida 750 mg/m?2, doxorubi-
cina 50 mg/m?y vincristina 0,89 mg/m? dia +1y
prednisona 60 mg/m?2 dias +1a +5 cada 21 dias).
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EVOLUCION

Después del séptimo ciclo de obinutuzumab-
CHOP, consulté en urgencias por dolor abdo-
minal y disnea de moderados esfuerzos. En ese
momento, a la exploracién fisica presentaba hi-
pofonesis en el hemitoérax derecho.

Analiticamente, no presentaba alteraciones
significativas en el hemograma vy, en los pardme-
tros bioquimicos, destacaba la presencia de alte-
racion de la funcidn renal (creatinina: 1,81 mg/dL)
y una LDH de 1.516 U/L, que 4 y 5 dias mas tarde
aumentd a 4.680 y 17.000 U/L, respectivamente.

Radiolégicamente, destacaba un derrame
pleural derecho que ocupaba un tercio del he-
mitérax y se realizd una nueva PET-TC, en la que
presentaba captacién de los conglomerados re-
troperitoneales descritos al diagndstico.

Se realizd un nuevo aspirado de MO (AM2),
en el que se objetivd una infiltracion intersticial
(15%) por células atipicas de tamano heterogé-
neo, entre mediano y grande, con muy alta re-
lacidn nucleo-citoplasma, nucleos de contorno
irregular, cromatinas inmaduras y presencia de
uno o mas nucléolos de pequeno tamafno y distri-
bucion periférica. Los citoplasmas eran escasos,

basdfilos o hiperbasofilos, y en algunos elemen-
tos se apreciaban microvacuolas .

Se realizé también un nuevo Cytospin® (cito-
centrifuga) de liquido pleural, en el que se obje-
tivd una infiltracion masiva por elementos con
la misma morfologia que se describe en el AM2

y con el siguiente inmunofenotipo:
CD19+, CD10+ (IFM 105), CD5-, CD23-, CD81+
(IFM 433), CD22+ (IFM 43), CD20-, CD200+
(IFM 22), CD79b+, CD38++ (IFM 2895), CD103-,
FMC7-, CD1lc—, CD25—-, BCL2+, CD45+ (infraex-
presado), CD34-y TdT-.

El estudio de una biopsia con aguja gruesa
(BAG) de la masa retroperitoneal objetivé una
proliferacidn difusa de linfocitos de mediano ta-
mafo, muchos de ellos con nucléolo y moldea-
miento nuclear. En la inmunohistoguimica (IHQ),
presentaba positividad para PAX5, CD79a,
CD10, BCL2, MYC vy, focalmente, BCL6. Fueron
negativos CD20, CD5, CD3, MUMI1 y ciclinaD1. La
expresion de Kie7 fue del 65% .

En el cariotipo del liquido pleural se objeti-
vo la siguiente formula cromosdémica: 47Y,t(X;9)
(928;922),add(M)(p36),der(6)t(1;6)(023;0921),t(8;22)
(924;q1),t(14;18)(032;921),+21[13]/ 46,XY [7]. El es-
tudio de FISH de esta misma muestra objetivd un

Figura 4. Citologia del sequndo
aspirado de médula dsea. May-
Griinwald Giemsa. A: x 20; B: x 40;
(-D: x100).
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Figura 5. Cytospin® del liquido pleural.
May-Griinwald Giemsa (A: x 40;
B: x100).

Figura 6. Anatomia patoldgica de
biopsia con aguja gruesa (BAG) de
masa retroperitoneal. A: anatomia
patoldgica ganglionar. Hematoxilina-
eosina (x 2); B: anatomia patoldgica
ganglionar. Hematoxilina-eosina

(% 100); C-F: inmunohistoquimica Bcl2,
¢-myg, (D10 y CD5.

82% de nucleos con reordenamiento de BCL2 y un
1y un 52% con reordenamiento de C-MYC, usan-
do una sonda de doble color doble fusién o break

apart-tricolor, respectivamente . El estu-
dio de BCL6 y BCL1 por FISH fue negativo.

El estudio de biologia molecular de este se-
gundo tiempo objetivd nuevamente clonalidad
en las regiones FR1y FR2 del gen de |la cadena
pesada de las inmunoglobulinas, aprecidndose
el mismo tamafo de amplicén detectado en el
diagndstico inicial. Ademas, se volvidé a descar-
tar la presencia de reordenamientos MBR o mcr
de BCL2-IGH
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Con el diagndstico de LF CD5+ transforma-
do a linfoma de alto grado dobl/e hit (LNH AG
DH) CD5- estadio IV-A, inicié tratamiento segun
el esquema Burkimab, sin respuesta. El pacien-
te fue exitus por progresion quimiorrefractaria
3 meses después.

Finalmente, se efectud la secuenciacion del
exoma completo (WES), tanto de la fase LNH
LF CD5+ como de la de transformacién. Se
objetivaron mutaciones de BCL2 (p.Ser50Phe
c.149_150delinsTT) en ambas muestras con una
frecuencia alélica de la variante (VAF) del 30 y
el 6%, respectivamente. Ademas, se detectaron
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Figura 7. Hibridacion in situ en
liquido pleural. Translocacidn t(14;18)
(932:021) IGH-BCL2 (DC/DF): positivo.
Reordenamiento 824 MYC (BA):
positivo. BA: sonda break apart; D(/
DF: sonda doble color/doble fusion.

Figura 8. Reordenamiento de los
genes de las cadenas pesadas de
las inmunoglobulinas. Clonalidad
en FRTy FR2 al diagndstico

(Ay C respectivamente) y

en la transformacion (B y D,
respectivamente). En las muestras al
diagndstico y en la transformacion,
se objetivd una posicion similar (en
nucledtidos) de los picos de ambos
(asos de reordenamiento.
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mutaciones de los genes KSRI (p.Ser156Arg),
GRHPR (p.Cys57Tyr), KRT2 (p.Serl09Arg) vy
BMP7 (p.Leul7Val) unicamente en la fase trans-
formada

DISCUSION

En el aflo 2000 se describieron por primera vez
4 casos de linfoma folicular (LNH LF) con expre-
sion de CD5 que, en ese primer trabajo, se vincu-
laron a patrén histolégico “floral”®, lo que no ha
sido plenamente contrastado en publicaciones
ulteriores®®. En 2014 se publicd la primera serie
de 22 casos®, que fue seguida, en 2015, de otra
de 88 casos de entre 3.286 (2,7%) y que, hoy por
hoy, puede considerarse la serie de referencia en
esta entidad®. En la primera de estas series, se
destacaba la mayor frecuencia de presentar fase
leucémica, la expresion de CD25 y MUMI1, menor
frecuencia en la deteccién de la alteracién cito-
genética t(14;18)(032;921) y peor supervivencia
global, mientras que en la segunda destacaba un
indice IPI mas alto, mayor tasa de transformacion
a linfomas difusos de célula grande y una menor
supervivencia libre de progresion.

El caso presentado debutd con afectacion
nodal y extranodal, asi como con sintomas B,
esto Ultimo relativamente poco frecuente en
la serie de referencia. No presentd patron his-
tolégico floral. Bioldgicamente, ademas de la
expresion de CD5, detectada tanto mediante
citometria de flujo (IF) como por técnica IHQ,
destacaba la expresion de CD25 mediante IF, un
marcador inhabitual en el LNH LF®, que en la

primera serie se asociaba a esta entidad. Por
otra parte, MUM1 fue negativo.

También era destacable el hallazgo de un ca-
riotipo normal tanto en la muestra de MO como,
sobre todo, en la muestra de suspensidn gan-
glionar, en la que si se detectd la t(14;18) me-
diante técnica de FISH. Respecto al estudio
molecular de la cadena pesada del gen de las
inmunoglobulinas, se objetivd clonalidad en FR1
y FR2, pero era de destacar la ausencia de reor-
denamientos MBR y mcr, aunque, en este senti-
do, es obligado recordar la baja sensibilidad de
esta técnica, que se sitla en torno al 60%®, si
bien se detectaron mutaciones de BCL2 en el
estudio de WES.

Respecto a la transformacion y desde un pun-
to de vista clinico-bioldgico, es necesario desta-
car varios puntos. En primer lugar, la transforma-
cion a LNH AG DH ocurrié a las 3 semanas de
haber iniciado el séptimo ciclo obinutuzumab-
CHOP; esto es, puede considerarse que progre-
sé durante el tratamiento, mientras que en la se-
rie de referencia la mediana de tiempo hasta la
transformacion a linfoma difuso de célula grande
(LDCGB) era de 27 meses, con un rango de en-
tre 3 y 104®, Por otra parte, hasta donde hemos
podido revisar, ni en la serie de referencia se des-
criben, ni existen publicaciones previas o poste-
riores en las que se describa la transformacion de
LNH LF CD5+ a LNH AG DH o triple hit (TH). En
segundo lugar, es de destacar la pérdida de CD5
y CD25. A este respecto, la pérdida de CD5 ha
sido descrita en el contexto de los LNH LF CD5+
transformados en LDCGB, mientras que no hay
informacioén previa sobre CD25.

TABLA 1. VARIANTES SOMATICAS DE EXOMA COMPLETO (WES) EN MUESTRA DE MEDULA OSEA TRAS PROGRESION A LINFOMA
DE ALTO GRADO DOBLE HIT. DATOS GENOMICOS, CLASIFICACION SEGUN EL ACMG Y EFECTO BIOLOGICO DEL GEN

Pos | REF | ALT | VAFGe| Comblode | Camblode | Banda | Clasificacin
BCL2 18 60985750 GG AA 6* c149 150delinsTT p.Ser50Phe 18g21.33 VUS
KSR1 17 25910028 A C 10,5 c.466A>C p.Ser156Arg 1791.2 VUS
GRHPR 9 37424928 G A 121 c170G>A p.Cys57Tyr 9p13.2 VUS
KRT2 12 53045600 A T 32,4 Cc.327T>A p.Serl09Arg 12013.13 VUS
BMP7 20 55841130 G C 10,8 c.49C>G p.Leul7Val 20013.31 VUS

* Al diagnostico: 30%

ACMG: American College of Medical Genetics; ALT: base alternativa; Chr: cromosoma; POS: posicion cromosémica; REF: base de
referencia; VAF: frecuencia alélica de la variante (variant allele frecuency); VUS: variante de significado incierto
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Respecto a CD38, hay que tener en cuenta
gue se trata de un marcador presente en dife-
rente grado en la mayoria de las células hemato-
poyéticas. En la serie linfoide B, se expresa inten-
samente en los elementos mas inmaduros y es
positiva en las células centrogerminales, mientras
gue la transformacién a células de memoria se
asocia a su pérdida. Su sobreexpresion se ha des-
crito recientemente en los LNH AG DH®, por lo
gue su cambio de intensidad nos parece relevan-
te en el seguimiento de estos raros casos, ya que
podria considerarse una sefal de alarma.

Se pueden plantean diversas hipotesis para
abordar la patogenia de una enfermedad de ex-
presidon centrogerminal con presentacién and-
mala de CD5. En primer lugar, podria ser debi-
do a la expresién andmala de CD5 por parte de
elementos del compartimento de maduracion
B2 en los que ha concurrido el reordenamien-
to BCL2/IGH y esto podria ocurrir por una ga-
nancia de CD5, bien en una etapa temprana o
tardia de la maduracién. En este sentido, cabe
recordar que el LNH LF tiene su origen en célu-
las pluripotentes de MO y que se ha descrito la
existencia de hematogonias CD5+®@, Asimismo,
cabe recordar que la expresién de CD5 puede
“forzarse” en determinadas condiciones de acti-
vacion en elementos B27©,

La WES objetivd una variante de BCL2 ad-
quirida tanto en el diagndstico inicial como en
la transformacidn. Sin embargo, aunque en el
momento del diagnodstico era la aberracion gé-
nica predominante, en la fase transformada se
observd una disminucidn de la VAF, mientras los
reordenamientos de BCL-2/C-MYC eran predo-
minantes.

Ademas, en relacién con la transformacion,
en el estudio de WES se observa una ganancia
de mutaciones. De entre ellas, cabe destacar las
de GRHPR, BMP7 y la de KSRI, inusuales en la
transformacion de los LNH LF™®, GRHPR se ha
descrito como un partner en las translocacio-
nes de BCL6, en el contexto de transformacio-
nes de LNH LF a linfomas agresivos®. BMP7, un
regulador negativo de las células B del centro
germinal®™, se ha descrito como un gen driver
en los 3 subtipos del linfoma de Burkitt™® y su
sobreexpresion también se ha relacionado con
resistencia secundaria a fdrmacos en el contexto
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de linfoma del mantoY”. Por ultimo, la delecidn
de KSRI atenua la via Ras/Mapk, lo que conduce
a la infraexpresion de MYC®, En este sentido, el
hallazgo de una variante missense de KSR1 en la
transformacion establece la posibilidad de una
disrupciéon en C-MYC.

En suma, el caso presentado corresponde,
hasta donde hemos podido revisar, a la prime-
ra descripcion en la literatura de transformacion
de un LNH LF CD5+ en un LNH AG DH. Desde
un punto de vista clinico-bioldgico, destaca el
inusual corto periodo de tiempo para la trans-
formacion, la pérdida de CD5 y CD25, vy la so-
breexpresion de CD38, asi como la presencia de
mutaciones en genes inhabituales en su proceso
de transformacion.

PARA RECORDAR

1. El linfoma folicular CD5+ es una entidad rara
y de peor prondstico que el linfoma folicular
“clasico” y que con frecuencia se asocia a
transformacién en linfomas agresivos.

. En el proceso de transformacidn, los ha-
llazgos de imagen y los de PET-TC deben
ser considerados con cautela, en tanto que
los hallazgos bioguimicos, asi como la pér-
dida de CD5 y la sobreexpresidon de CD38,
podrian servir como alertas.

. El abordaje citogenético de los linfomas re-
guiere una aproximacion cuidadosa en la que
debe considerarse el uso de diversas sondas
para el estudio de alteraciones de oncoge-
nes habituales con partners inhabituales.

. Los diagnodsticos complejos, como en el
presente caso, hacen necesaria la integra-
cion de los hallazgos moleculares, citoge-
néticos, fenotipicos y cito/histolégicos, y
obligan a la fusién de los hallazgos hema-
toldgicos y patoldgicos.
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