REV ESP PATOL 2004; Vol 37, n.° 4: 453-461

Linfoma esplénico de la zona marginal
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RESUMEN

Presentamos el caso de una mujer con un sindrome de Sjégren diagnosticada, por estudio
de sangre periférica y de la médula ésea, de «Linfoma de zona marginal, compatible con linfo-
ma esplénico de linfocitos vellosos» a la que se practico esplenectomia.

El estudio posterior anatomopatoldgico del bazo confirmd la presencia de un linfoma esplé-
nico de zona marginal de bajo grado, pero ademas existia otro linfoma difuso de células gran-
des, de fenotipo B, de alto grado de malignidad, sincrénico con el anterior y que los estudios pre-
vios hematoldgicos no habian detectado. Esta asociaciéon es muy poco frecuente.

Este caso demuestra la necesidad de la integracion de los datos clinicos, patolégicos y mole-
culares para llegar al diagndstico correcto.

Palabras clave: Linfoma de la zona marginal, linfoma de alto grado, bazo, sincrénico.

Marginal zone lymphoma synchronous with a high-grade lymphoma
in the spleen

SUMMARY

We report a case of a marginal zone lymphoma consistent with an splenic lymphoma of hairy
lymphocytes diagnosed in peripheral blood and bone marrow in a 69-years old female with a Sj6-
gren syndrome. Splenectomy was indicated..

A later microscopic examination of spleen confirmed the presence of a low grade splenic
lymphoma. However, another large cell diffuse lymphoma of phenotype B of high grade of malig-
nancy, synchronic with the former was found. Previous hematologic studies had not detected it.

This case shows the necessity of integrate clinical, pathologic and molecular biology infor-
mation to get a correct diagnosis.

Key words: Marginal zone lymphoma, high-grade lymphoma, spleen, synchronous.
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INTRODUCCION

Los linfomas esplénicos de la zona marginal
son neoplasias linfoides de bajo grado de maligni-
dad, de fenotipo B generalmente de supervivencia
larga incluso cuando infiltran la médula désea.
Suponen menos del 1% de los tumores linfoides.
Sin embargo su frecuencia puede ser mayor ya
que, al ser un tumor con expresion en sangre peri-
férica —linfocitos vellosos circulantes—, algunos
casos de leucemia linfoide cronica inclasificables,
CD5 negativos, podrian corresponder en realidad
a linfomas esplénicos de la zona marginal. Afectan
por igual a pacientes de ambos sexos por encima
de la quinta década de la vida (1).

Como no suelen responder bien a la quimio-
terapia, e incluso algunos son refractarios a ella,
y si a la esplenectomia, éste es el tratamiento de
elecciodn, describiéndose supervivencias largas.

Clinicamente existe una asociacién bien
documentada con enfermedades autoinmunes
del tipo de Sindrome de Sjdgren (2).

Como en otros casos de neoplasias linfoides,
en el curso de su evolucion, se ha descrito la
transformacion en linfomas de alto grado de
malignidad y también, aunque es mas raro, desa-
rrollo de forma sincronica de un linfoma esplénico
de la zona marginal y un linfoma de células gran-
des de alto grado de malignidad (1,2).

Presentamos una paciente con un linfoma de
la zona marginal y un linfoma de alto grado de
malignidad de células grandes, que aparecieron
de forma sincronica en el bazo de una mujer de
69 afos de edad y discutimos el valor de la biop-
sia quirurgica para el diagndstico de las neopla-
sias de estirpe linfoide.

HISTORIA CLINICA

Mujer de 69 anos cuyos antecedentes perso-
nales mas relevantes eran: hipercolesterolemia,
hipertension arterial, osteoartrosis y osteoporo-
sis. Hace afnos se sometidé a una histerectomia y
doble anexectomia por quistes ovaricos.

Hace ocho afios comenzé con sequedad ocu-
lar ademas de la artrosis referida, por lo que se
realizaron pruebas de laboratorio encaminadas a
descartar enfermedad autoinmune, entre las que

destacaba un titulo de anticuerpos antinucleares
de 1/320, que si bien no era muy elevado, indi-
caba sospecha de Sindrome de Sjégren primario
que se confirmé finalmente mediante una biopsia
de glandula salival (Se observaron tres focos de
mas de 50 linfocitos/4 mm?2, con fibrosis focal).
Otros anticuerpos determinados en esa época
(antiDNA nativo, antiRNA, complemento: C3 y
C4, antiDNA de cadena unica (SS), inmunoglo-
bulinas: A, G, M, y E y crioglobulinas) fueron
negativos.

Enfermedad actual: Desde hace tres semanas,
presenta un cuadro de febricula (37,5 °C), aste-
nia, anorexia, disminucién de peso, tos no produc-
tiva, dolor pleuritico en costado izquierdo, dolor en
hipogastrio y sudoracién profusa nocturna.

Exploracion fisica: Palida. Abdomen: Blando,
doloroso en epigastrio e hipogastrio sobre todo
en fosa iliaca izquierda. Resto normal.

Pruebas complementarias:

Hemograma: 11.500 leucocitos micro/l (4,8-10,8
leucocitos micro/l) , linfocitos 19,5 % (20,0- 51,0%),
hematies 3,43 x 10® micro/l (4,50-6,20 x 106
micro/l), hemoglobina 9,1 g/dl (13,5-18,0 g/dl),
hematocrito 28,3% (42,0-52,0%) y actividad de pro-
trombina: 63% (70-100%). Velocidad de sedimen-
tacion en 1 hora 110 mm. El resto era normal.

Bioquimica general: LDH 709 U/L (230-460 U/L),
GOT 58 U/L (1-31 U/L), GPT 69 U/L (1-31 U/L),
GAMMA-GT 103 U/L (7-32 U/L) , fosfatasa alcalina
172 U/L (40-129 U/L) y proteina C reactiva
15,5 mg/dl (0,1-0,5 mg/dl), siendo el resto de los
parametros normales.

Marcadores tumorales: CA 125: 37,2 (1,0-17,2)
y Beta 2 microglobulina: 3,54 (1,20-2,50). Resto
normal.

Proteinograma: Alfa 2 globulinas ligeramente
elevadas: 1,2 gr/dl (0,5-0,8).

Ecografia abdominal: Lesion esplénica de 10
cm heterogénea con vasos en su interior.

Tomografia axial computerizada abdominal:
Tres lesiones esplénicas ocupantes de espacio,
heterogéneas con necrosis en su interior.

Mielograma: Sangre periférica: El 48% pobla-
cion linfoide (5% poblacion total) son linfocitos B
con expresién parcial de CD11¢c, CD5, CD23 y
CD43. Expresan con intensidad CD20 y FMC7.
Son negativos frente a CD30, CD10, CD38,
CD56 y CD103. Se observa expresion de cade-
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na ligera kappa, con restriccion de cadena ligera
lambda.

Médula 6sea: El 5,6% de la poblacion total
corresponde a poblacion clonal B con el fenotipo
similar al estudiado en sangre periférica.

El diagndstico fue de «Linfoma de zona mar-
ginal» con intensa expresion de CD20 (compati-
ble con linfoma esplénico de linfocito velloso),
ante lo que se procede a realizar una esplenec-
tomia.

MATERIAL Y METODOS

Se recibio, en el Departamento de Anatomia
Patolégica, un bazo de 720 gramos (Normal:
hasta 200 gramos) que media 14 x 14 x 6,5 cm.
Externamente, se encontraba deformado perifé-
ricamente por dos nddulos blanquecinos. Al cor-
te, los nddulos median 7,2 y 3,8 cm respectiva-
mente de didmetro maximo. Eran sdlidos, con
bordes irregulares, de consistencia elastica, y de
coloracién blanquecina (fig. 1). Se tomaron
muestras para congelacion tanto de la lesion
como del parénquima «respetado» y el resto se

Tabla 1. Panel de anticuerpos usados en el caso

JIEULTTL =
Fig. 1: Corte macroscopico del bazo donde se observan
dos nddulos tumorales en el seno de un parénquima apa-
rentemente normal.

fijo en formol tamponado neutro al 10% durante
24 horas.

Tras su inclusidon en parafina, se realizaron
cortes que se tineron con técnicas de rutina:
Hematoxilina-Eosina, PAS, Gordon-S, asi como
las siguientes técnicas inmunohistoquimicas
(tabla 1) para lo que se utilizé un inmunotenidor
automatico «Techmate 500~ (Biotek; Santa Bar-

Anticuerpo Clon (casa comercial) Dilucion
CD45 RB* PD126 (Dako Glostrup, Dinamarca) 1/1000
CD20* L26 (Dako) 1/400
CD10* 56C6 (Novocastra, Newcastle, UK) 1/100
CD5* NCL-CD5 ((Novocastra) 1/100
CD23** NCL-CD23-1B12 (Novocastra) 1/20
CD3* Policlonal (Dako) 1/250
bcl-6* PG-B6p (Dako) 1/20
Ki-1 (CD30)* BER-H2 (Dako) 1/20
bcl-2* 124 (Dako) 1/50
CD43* DFT1 (Dako) 1/2000
IgA* Policlonal (Dako) Prediluida 1/,
IgM* Policlonal (Dako) 1/20
IgG* Policlonal (Dako) 1/20
IgD* Policlonal (Dako) 1/500
Cadenas ligeras kappa* 021D (Dako) 1/1000
Cadenas ligeras lambda* Monoclonal (Dako) 1/200
VEB* CS1,2,3,4 (Dako) 1/100
p53* DO7 (Novocastra) 1/200
Ki67 (MIB-1)* MiB-1 1/100

* Para la recuperacion antigénica se utilizé una olla con buffer citrato.

** Para la recuperacién antigénica se utilizé una olla con EDTA.
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bara, CA) con el método de «Envision +», reve-
landose con diaminobenzidina y hematoxilina
de Mayer.

Para los estudios de Patologia Molecular, se
selecciond tejido del parénquima esplénico y de
los nédulos tumorales para la extraccion de ADN,
haciéndose el andlisis de reordenamiento clonal
del gen de las cadenas pesadas de las inmuno-
globulinas (regiéon FR2-JH) y el del gen TCR
gamma (regiéon VJ), mediante cuantificacion
gendémica (PCR) regién especifica y analisis
heteroduplex. Como control de la integridad del
ADN se utilizé una regidn altamente conservada
del exén 5 del gen p53 y en todas las reacciones
se incluyeron controles negativos para asegurar
la ausencia de contaminacion.

i X

Fig. 2: Proliferacion monomorfa y difusa de células lin-
foides grandes (HE 4X). En la imagen inferior, detalle a
gran aumento de estas células con nucleos vesiculo-
sos, nucleolos prominentes y citoplasma bien definido
(HE 40X).

RESULTADOS

En los cortes de las lesiones nodulares,
microscopicamente se observé una proliferacion
difusa de células grandes, con elevado indice
mitético, con nucleos vesiculosos nucleolos promi-
nentes y citoplasma bien definido (fig. 2). Inmu-
nohistoquimicamente resultaron positivas para
CD45, CD20, bcl-6 y CD30 (fig. 3), con alto indice
proliferativo con MIB-1 (fig. 4). Esta lesién estaba
bien delimitada. El resto del parénquima espléni-
co mostraba una proliferacion de células linfoides
pequefnas de nucleos arrinonados y escaso cito-
plasma (fig. 5), predominantemente afectando a la
pulpa blanca —en la zona marginal—, y focal-
mente infiltrando la pulpa roja, que expresaban
fenotipicamente CD45, CD20, CD43, IgD kappa y
bcl-2 (fig. 6), con un indice proliferativo bajo. Habia
ademas un componente de células plasmocitoi-
des y plasmaticas mezcladas con las citadas.

En los cortes de la zona de transicion entre
los dos linfomas, se observa una separacion
neta entre los mismos, claramente visible con el
Ki-67(MIB-1), lo que indicaba el distinto compor-
tamiento biolégico de ambos en lo que a activi-
dad proliferativa se refiere (fig. 4).

Existia reordenamiento clonal del gen de la
IgH (regidon FR2-JH), tanto en la poblacion de
células grandes como en la de linfocitos «mono-
citoides» de la zona marginal que confirmaba la
existencia de dos poblaciones neoplasicas de
estirpe B, es decir con el mismo fenotipo, pero
distintas en lo que se refiere a la morfologia y
actividad proliferativa. El reordenamiento clonal
del gen TCR gamma (segmento VJ) fue negativo
en los dos bloques (fig. 7).

El diagndstico fue de Linfoma difuso de célu-
la grande de fenotipo B (CD45, CD20 y bcl-6)
con alto indice proliferativo, expresién de CD30 y
p53 negativo sincronico con un linfoma de célula
pequeia de fenotipo B de la zona marginal
esplénica (CD45, CD20, CD43, IgD kappa y bcl-
2), con bajo indice proliferativo.

DISCUSION

La zona marginal es hoy reconocida como
uno de los compartimentos B dependientes de
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Fig. 3: Panel inmunohistoquimico donde se demuestra el fenotipo del linfoma difuso de células grandes. La expresion
del bcl-6 y CD 30, se aproxima al 100% de las células tumorales (CD45: 4X. CD20: 10X. Bcl-6: 10X y CD30: 10X).

derecho, el de células Fig. 5: Proliferacion predominantemente nodular del lin-
grandes con un indice proliferativo alto que contrasta con la foma de células pequefas, que se expande desde la
baja actividad proliferativa del linfoma de células pequenas, zona marginal hacia la pulpa roja esplénica (HE 4X).
en la parte superior de la fotografia. MIB-1 (Ki 67) (10X).
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Fig. 6: Perfil inmunohistoquimico del linfoma de células pequefias. Los distintos anticuerpos resaltan su patron predo-

minantemente nodular. Obsérvese la ausencia de expresion de bcl-2 en el linfoma de alto grado, en el angulo inferior
derecho (CD45 y CD20: 4X. IgD, kappa, bcl-2 y CD43: 10X).

los tejidos linfoides, situada siempre externa- circulacion de antigenos como son la pulpa blan-
mente a la region del manto folicular . Esta muy ca del bazo, placas de Peyer intestinales, amig-
bien desarrollada en érganos sometidos a alta dalas, etc. y existen algunos procesos reactivos,
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como la toxoplasmosis donde existe una expan-
sion obvia de esta zona microanatémica ganglio-
nar. Al ser una encrucijada de caminos en la que
confluyen células que viajan hacia los centros
germinales y también desde éstos hacia los
senos, las células que se observan a este nivel
suelen ser de varios tipos como linfocitos peque-
nos, células grandes similares a inmunoblastos
B, macrofagos, granulocitos y células plasmati-
cas que estan mezcladas con las células que
verdaderamente pertenecen a este comparti-
mento, las denominadas células B de la zona
marginal, caracterizadas por citoplasma palido
relativamente abundante, y nucleo central que
recuerda al de los centrocitos del centro germinal
por lo que también se las ha denominado «linfo-
citos centrocitoides» y también «linfocitos B
monocitoides» por sus nucleos en ocasiones
arrinonados y su localizacion subcapsular sinu-
soidal como los macréfagos/monocitos (2,3).

Inmunohistoquimicamente expresan marca-
dores de fenotipo B (CD20, CD19, CD79a), sal-
vo CD5, CD10 y CD23 y ademas expresan bcl-2
e IgM (mas que IgA e IgG) con expresién varia-
ble de IgD (positiva en los linfocitos esplénicos
de la zona marginal y negativa en los linfocitos
de la zona marginal en tejido linfoide asociado a
mucosas (MALT) y linfocitos de la zona marginal
nodal). Otros antigenos expresados por estas
células son CD21 y CD35, C3 y fosfatasa alcali-
na. Tampoco expresan ciclina-D1. La expresion
de CD43 es variable (1,2,3).

Estudios en roedores han demostrado que los
linfocitos de la zona marginal juegan un papel
timo-independiente tipo 2 (TI-2), en la respuesta
contra antigenos como polisacaridos capsulares
bacterianos con una reaccion muy rapida y efec-
tiva precisamente derivada de su localizacion
estratégica, actuando estas células en vanguar-
dia de la respuesta inmune (2). Este hecho se
refleja también en la intensidad variable de acti-
vidad segun el territorio y asi son mas activas las
zonas marginales de las placas de Peyer y de los
ganglios, que las del bazo, reflejando una mayor
0 menor exposicion antigénica local. Esta varia-
bilidad se ha demostrado también a nivel genéti-
co, no solo en los linfocitos no tumorales de este
compartimento, sino parece que la refleja tam-
bién su contrapartida neoplasica, el linfoma de la
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Fig. 7: Patologia Molecular: En la calle 1: Marcador de
peso molecular. Calle 2: Linfoma de alto grado sin andli-
sis de heteroddplex . Calle 3: Linfoma de alto grado con
anadlisis de heteroduplex. Calle 4: Control interno del lin-
foma de alto grado exon 5 de p53. Calle 6: Linfoma de
bajo grado sin andlisis de heteroduplex. Calle 7: Linfoma
de bajo grado con analisis de heteroduplex. Calle 8 :
Control interno del linfoma de bajo grado exdn 5 de p53.

zona marginal, que muestra lugares mutados,
hipermutados e incluso casos sin mutaciones, en
la region variable de las cadenas pesadas de las
inmunoglobulinas (VH), en algunos casos publi-
cados donde se ha estudiado dicha regién (2,4)

Estos fendmenos tan dinamicos que ocurren
en este compartimento ha llevado a estudiar sus
células en relacion con sefnales que controlan la
adhesion y motilidad celulares. En este sentido se
ha estudiado una tirosin-kinasa, Pyk-2, que actia
integrando estas sefales utilizando ratones knoc-
kout Pyk-2 negativos que carecen especifica-
mente de células de la zona marginal esplénicas
con déficit de respuestas IgG3 a antigenos tipo
TI-2. Se produce en ellos de entrada, un defecto
en la motilidad linfocitaria y baja respuesta a una
citoquina segregada por los macréfagos residen-
tes (células mieloides-monocitoides que cohabi-
tan con las células de la zona marginal) en este
territorio, que seria un miembro de la familia TNF,
denominado BlyS (estimulador de linfocitos B)
que, en condiciones normales, induciria una rapi-
da diferenciacion de células de la zona marginal
hacia células secretoras de inmunoglobulinas
(Igs.). Pues bien, cuando en estos ratones se
inyecta BlyS aumentan el nimero de células de la
zona marginal y también los niveles de Igs. y tam-
bién se activa el factor de transcripcion NF-(kap-
pa)B, esencial para el desarrollo, supervivencia y
proliferacion de las células de la zona marginal
(5-7). Ademas la sobreexpresion de BlyS se
acompana de la aparicion de anticuerpos patoge-
nos autoinmunes tipo lupus. Se puede pensar
que si BlyS se disregula y/6 se mantiene en el
tiempo, de ello puede derivarse la diferenciacion
hacia estados patogénicos, bien de tipo autoin-
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mune (lupus) bien de tipo tumoral como los linfo-
mas (2,5). En nuestro caso existia una enferme-
dad autoinmune previa (sindrome de Sjogren).
También es bien conocida la mayor frecuencia
que tienen los pacientes con enfermedades
autoinmunes para desarrollar linfomas, sobre
todo de la zona marginal.

Existe cierta controversia en la clasificacion de
los linfomas de la zona marginal. La clasificacion
REAL los dividié en Linfomas de la zona marginal
«Extranodales» ¢ de tipo MALT (asociados a
mucosas) y Linfomas de la zona marginal «Noda-
les» (que representan los «linfomas monocitoi-
des»), contemplando una entidad provisional, el
Linfoma de la zona marginal «Esplénico», pen-
diente de clasificar (8). Esta tercera entidad se
separd definitivamente en la clasificacion de la
OMS: el Linfoma de la zona marginal Esplénico
(denominado por algunos autores como linfoma
esplénico con linfocitos vellosos) (1).

Estas tres entidades estan separadas en vir-
tud de sus diferentes comportamientos clinico-
patolégicos, considerandose enfermedades dife-
rentes, como contempla la OMS en su clasifica-
cion (1,2).

El linfoma esplénico de zona marginal, consi-
derado un linfoma extranodal, es un tumor de
bajo grado y curso indolente, con una media de
supervivencia del 78% a los 5 afos (3). Micros-
copicamente crece de forma nodular desde la
pulpa blanca expandiendo al principio la zona
marginal periférica y luego invade la pulpa roja
adyacente, aunque reciéntemente se ha publica-
do una posible variante difusa de este linfoma
(9). Es conocida sin embargo la posible progre-
sion a linfomas de alto grado, la mayoria entre
los 12 y 85 meses después del diagndstico del
linfoma de bajo grado y se ha relacionado esta
circunstancia con mutaciones en p53 y con indi-
ces de proliferacion elevados. La aparicion de
forma sincrénica de los dos linfomas, uno de la
zona marginal de bajo grado y el otro de células
grandes de alto grado, es rara: En una de las
series mas extensas publicadas soélo 2 de 12
casos eran sincronicos y de ellos sélo uno mos-
trd6 una presentacion clinica limitada al bazo,
semejante a nuestro caso (3).

En nuestra paciente, el linfoma de alto grado
mostraba un alto indice proliferativo (Ki67) sin

sobreexpresion de p53 y sin embargo expresaba
CD30, marcador de mal prondstico relacionado
con los linfomas anaplasicos. La kinasa del linfo-
ma anaplasico (ALK), resulté negativa. Si bien el
término «Linfoma Anaplasico» se reserva en la
actualidad a un tumor con caracteristicas clinico-
patoldgicas bien definidas, de fenotipo T, CD30 y
ALK, también es cierto que existen linfomas de
fenotipo B de alto grado que expresan CD30 y
son de mal prondstico.

Este caso como otros ilustra una vez mas
que, aunque es posible el diagndstico de algunos
linfomas y procesos linfoproliferativos (leuce-
mias, mielomas) con métodos citoldgicos hema-
toldgicos, sigue siendo esencial el estudio anato-
mopatoldgico de estos procesos, sobre todo en
organos solidos donde una mera puncién, aun-
que da informacion muy fiable de la morfologia
celular aislada, la aleja absolutamente de su
ambiente arquitectural que, es sabido que es
esencial para diagnosticar de forma cierta
muchos tipos de linfomas porque, el material uti-
lizado en punciones muchas veces no represen-
ta ni cuantitativa ni cualitativamente todo el pro-
ceso patoldgico ni aun en el caso de aplicacion a
este material, de técnicas sofisticadas de inmu-
nocitoquimica y/ 6 biologia molecular (10-12).

En la literatura estan apareciendo muchos fal-
sos negativos y falsos positivos en muestras
pequefas de ganglios linfaticos y de otros tejidos
(11,12), de forma aislada y/é sin tener en cuenta
el lugar anatomico donde estan situadas estas
células ni su morfologia (centros germinales de
ganglios linfaticos con hiperplasias foliculares
reordenan de forma clonal muchas veces para
las cadenas de las inmunoglobulinas) cuando se
aplican técnicas de biologia molecular. Existen
centros germinales con mayor diametro que el
de una aguja de las utilizadas en PAAF (puncion-
aspiracion) y la escasez de material puede hacer
que se diagnostique erréneamente un linfoma.
Por otro lado, como es nuestro caso, la muestra
puede reflejar sélo una de las lesiones, el linfoma
de bajo grado de malignidad, no habiendo detec-
tado el linfoma mas agresivo, de alto grado de
malignidad, adyacente (11).

La patologia linfoide es un paradigma de
cémo debe enfocarse el estudio con grupos mul-
tidisciplinarios que permitan avanzar en el estu-
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dio y conocimiento de este grupo de tumores. 6.

Siguen siendo esenciales la integracion de datos
clinicos, morfoldgicos celulares y topograficos,

inmunohistoquimicos y de patologia molecular, 7.
para su diagndstico, como hemos demostrado en
este caso.
8.
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