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Abreviacions per ordre alfabétic

AMO: aspirat de moll d’'os

AHAI: anémia hemolitica autoimmunitaria

ar-LBM: limfocitosi B monoclonal amb alt risc de progressio

BMO: biopsia de moll d’os

br-LBM: limfocitosi B monoclonal amb baix risc de progressio
cols.: col-laboradors

DE: desviacio estandard

DILH: diagnostic integral de laboratori d’hematologia

FISH: fluorescent in situ hybridization (hibridacié fluorescent in situ)
GMSI: gammapatia monoclonal de significat incert

HEPES: tampé 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid
HUGTIP: Hospital Universitari Germans Trias i Pujol

IgH: cadena pesada de les immunoglobulines

ISCN: Sistema Internacional per a la Nomenclatura Citogenética Humana

(International System Cytogenetic Nomenclature)

LBM: limfocitosi B monoclonal

LBM-AR: limfocitosi B monoclonal d’alt recompte

LBM-BR: limfocitosi B monoclonal de baix recompte

LBM-LLC: limfocitosi B monoclonal amb fenotip de LLC
LBM-LLCa: limfocitosi B monoclonal amb fenotip de LLC atipica
LBM-no LLC: limfocitosi B monoclonal CD5-

LCM: limfoma de cél-lules del mantell

LLC: leucémia limfatica cronica

LNH: limfoma no Hodgkin

LZM: limfoma de la zona marginal



MO: moll d’os

MAI: malalties autoimmunitaries

OMS: Organitzacié Mundial de la Salut
PBS: tamp¢ fosfat sali

PCR: reacci6 en cadena de la polimerasa
PTI: puarpura trombocitopénica immune
SG: supervivéncia gobal

SIL: sistema informatic del laboratori
SLP: sindrome limfoproliferativa

SLP-B: sindrome limfoproliferativa B
SLT: supervivéncia lliure de tractament
SvLP: supervivéncia lliure de progressio
TC: tomografia computeritzada

TPA: phorbol 12-myristate 13-acetate

VHC: virus de la hepatitis C



I. INTRODUCCIO

La limfocitosi B monoclonal és la preséncia de una poblacié de limfocits B clonals a la
sang periférica amb un total de limfocits B inferior a 5 x10%L, en abséncia d’altres signes
o simptomes de sindrome limfoproliferativa B (SLP-B).

Entre els anys 1991 i 1994 es van realitzar una série d’estudis poblacionals amb la
intencio de veure el risc nociu de viure en zones properes a abocadors de desfets (1,2).
En aplicar citometria de flux de 2 colors a la sang de 1499 individus de més de 45 anys,
i descartant els que complien criteris de SLP-B, es va detectar una prevalenga d’'un 0,6%
de limfocits anomals amb expressio de CD19 (de I'anglés cluster of differentiation n°® 19,
marcador especific de cél-lules B) i al mateix temps de CD5 (marcador inespecific de
cél-lules T), el que correspon en part a 'immunofenotip caracteristic de la leucemia
limfatica cronica (LLC). Aquestes troballes van motivar la creacié d’'un subcomité del
International Familial CLL Consortium per estudiar el que anomenarien limfocitosi B
monoclonal. Posteriorment nombrosos estudis han volgut establir la importancia
d’aquesta entitat en individus sans. El principal debat ha estat entre si es tracta d’'una
entitat pre-maligna per a leucémia limfatica cronica o altres SLP-B (similar a la
gammapatia monoclonal de significat incert en el cas del mieloma multiple) o si es tracta
de la inevitable aparicié d’expansions monoclonals de cél-lules B consequiéncia de les
modificacions que pateix el sistema immune amb 'edat. La descripcio d’un patré bimodal
segons el recompte de limfocits B dels diferents individus podria ser una explicacioé que
englobi les dues teories.

D’altra banda, s’ha associat la infeccié cronica pel virus de la hepatitis C (VHC) amb una
prevalenga de LBM notablement superior a la de la poblacié general (28,5% dels
infectats per VHC), especialment en els estadis més avangats d’afectacié hepatica.
Aquests casos poden acabar desenvolupant una SLP com limfoma no Hodgkin o
crioglobulinémia mixta(3,4). No obstant, manquen estudis que relacionin la carrega o el

genotip viral amb el risc de desenvolupar una LBM.



La present Tesi Doctoral aprofundeix en la descripcié dels casos de LBM diagnosticats

en un centre, i contribueix en I'estudi de LBM associada a infeccio per VHC.



. LIMFOCITOSI B MONOCLONAL
a. DEFINICIO | SUBTIPUS

La limfocitosi B monoclonal (LBM) és una entitat proposada al 2005 per un subcomité
del International Familial CLL Consortium, de la qual Marti et al. en van definir
posteriorment els criteris. Aquests s’establiren com a la deteccié immunofenotipica
d’'una poblacié6 B monoclonal persistent durant 3 o0 més mesos, amb preséncia de
restriccié de cadenes lleugeres (proporcié kappa:lambda = 6 >3:1 o <1:3), pérdua o
disminucié de I'expressié d'immunoglobulina de superficie en un 25% de les cél-lules B,
o la preséncia de marcadors especifics d'una hemopatia, en abséncia de criteris
definitoris d’aquesta, aixi com abséncia de -citopénies relacionades amb- malaltia
immunitaria o infecciosa(5). La intencié d’aquesta proposta va ser delimitar aquesta

entitat com a base de futurs estudis.

Subtipus

Dins de la LBM, generalment s’ha acceptat incloure tres categories segons els
marcadors de les cel-lules B: a) la més prevalent, tipus leucémia limfatica cronica (LLC),
amb expressié de CD19+, CD5+, CD20", slgf, CD23, proporci6 kappa:lambda = 6 >3:1
0 <1:3 (d’ara endavant, LBM-LLC) b) la de subtipus similar a LLC atipica (LBM-LLCa),
CD5P2, CD20+, proporcio kappa:lambda = 6 >3:1 0 <1:3 o altres poblacions limfocitaries
CD5+ sense complir criteris de LLC?, i ¢) LBM de tipus no LLC (LBM-CD5-): poblacio B
CD5 negativa, diferenciada i separada o amb proporcio kappa:lambda = 6 >3:1 o0 <1:3.

Taula 1. A la taula 2 es detallen les diferéncies entre LBM, LLC i LLBD.

1
2

s’indicara amb una “f’ petita quan I'expressié del marcador cel-lular precedent és feble.

s’indicara amb una “b” petita quan I'expressié del marcador cel-lular precedent és brillant o intensa.

3 Hi ha grups que han considerat altres poblacions limfocitaries CD5+ amb fenotip caracteristic d’altres
SLP-B (com limfoma marginal o linfoma del mantell) dins del grup de LBM de tipus no LLC. D’altra
banda, existeixen estudis on s’ha considerat com a LBM una poblacié CD19 o CD20 amb CDS5 sense més
investigacions fenotipiques.



Taula 1.
Criteris diagnostics i subclassificaci6 de LBM (adaptat de Marti i cols.
[col-laboradors], Shanafelt i cols. (5,6))

CRITERIS DIAGNOSTICS
1. Documentacié de poblacié B clonal' per un o més dels seglents criteris:

a. Restriccio de cadenes lleugeres
- proporcid global k:A >3:1 6 <0,3 6

més dun 25% de Ilimfocits B amb expressid disminuida
d'immunoglobulina

b. Reordenament monoclonal de cadena pesada IGHV

2. Preséncia d'immunofenotip especific d'hemopatia?
3. Recompte de limfocits B <5x 10°/L

4. Abséncia d’altres caracteristiques de sindrome limfoproliferativa o malaltia autoimmunitaria
a. Exploracio fisica normal
b. Abséncia de simptomes B atribuibles a LNH
c. abséncia de sindrome limfoproliferativa o malaltia autoimmunitaria
SUBCLASSIFICACIO
A. LBM amb fenotip de LLC
- Co-expressio de CD5/CD19, CD20f, CD23
- Restriccié de cadenes lleugeres amb expressio feble de slg®
B. LBM amb fenotip de LLC atipica
- Co-expressié de CD5/CD19, perd CD23 negatiu o CD20P
- Restriccié de cadena lleugera amb expressié de slg moderada-intensa
- Exclusio de t(11;14) per descartar limfoma del mantell*
C. LBM amb fenotip no de LLC
- CDb5 negatiu
- Expressié de CD20
- Restriccié de cadenes lleugeres amb expressié de slg moderada-intensa

1. Quan sigui possible, s’ha de repetir I'estudi per verificar la persisténcia de la poblacio B
monoclonal en un periode de 3 mesos. 2. En abséncia de fenotip especific d’hemopatia, una
proporcié k: A molt esbiaixada pot ser resultat d’'un procés reactiu. 3. Clones molt petites de LBM
poden ser oligoclonals i presentar proporcions normals k: A 4. Si a I'estudi es detecten alteracions
citogenetiques o immunofenotipiques caracteristiques de limfoma marginal, també es pot
considerar I'exclusié d’aquest subgrup.

IGHV: cadena pesada de les immunoglobulines. LNH: limfoma no Hodgkin. LBM: limfocitosi B
monoclonal. LLC: leucémia limfatica cronica. f: expressio feble. b: expressié brillant/intensa. slg:
immunoglobulina de superficie.

Taula 2
Distincio entre limfocitosi B monoclonal, limfoma limfocitic ben diferenciat i

leucémia limfatica cronica (adaptat de Shanafelt i cols. (6))

Céls. B clonals Recompte Limfadenopaties | Troballes al moll
amb fenotip de periféeric de céls. o hepato- | d’os
LLC B<5x10%L esplenomegalia



LBM Si Si no Estudi no
LLBD Si Si Si requerit pel
LLC Si no siono diagnostic*

*Les escasses dades disponibles suggereixen que a gairebé tots els pacients amb LBM
identificada clinicament s’observa infiltracié medul-lar si s€’ls practica una bidpsia de moll d’os,
amb un promig de 10-20% d’afectacié(7). S’han detectat individus amb LBM i una infiltracio més
extensa (70-80%), el que no esta relacionat amb risc de progressio(6).



b. EPIDEMIOLOGIA DE LA LBM

En la darrera década, s’han realitzat multiples estudis per tal de determinar la prevalenca
de la LBM. Segons el tipus d’estudis realitzats i la sensibilitat de la técnica utilitzada, la
prevalenca, i la proporcié home:dona varien enormement. Aixi, s’ha descrit prevalences
des de 0,12% a un 14,3% de la poblacié adulta sana(8-12), i fins virtualment un 100%
de la poblacié de més de 70 anys, si s’analitza grans volums de sang(8). La proporcio
home:dona varia entre un 1,21 1,8(9).

A partir de la identificacié d’una poblacié B clonal a 9/1499 (0,6%) individus sans de més
de 45 anys per part del U.S. Center of Disease Control(1,2), molts estudis s’han dirigit a
definir la prevalenca dins de la poblacié sana (taula 3). Cal destacar que ens alguns
estudis s’ha considerat com a LBM una poblacié CD19 o CD20 amb CD5 sense més
investigacions fenotipiques. En menys proporcio, altres estudis s’han centrat en LBM
detectades arran de l'estudi de pacients amb hemograma normal o amb limfocitosis
absolutes (taula 4).

La prevalenca de LBM més elevada en pacients sans s’ha reportat en els estudis de
familiars de pacients afectes de LLC amb predisposicid genética, concretament en
familiars de primer grau. Els estudis més recents, i per tant que han utilitzat técniques
meés sensibles, han reportat un risc relatiu 17 vegades més elevat a familiars joves (16-
40 anys) de pacients amb LLC que a la poblacié general(6,13—-15), el que representa
percentatges globals de 13,5-18% en familiars de LLC(14). Les diferéncies respecte als
altres grups poblacionals es redueixen o s’eliminen quan es comparen individus d’edat
meés avangada, segons els diferents treballs(16—18). En el seu estudi, Almeida i
col-laboradors (cols.) suggereixen que les diferéncies de prevalencga reportades poden
ser degudes a factors genétics o del microambient, a més de la sensibilitat de la técnica
aplicada. Analitzant grans volums de sang (fins a 1,2 mil-lilitres) de 639 adults sans de
més de 40 anys, i aplicant un model matematic d’extrapolacié de dades, demostren que
amb més volum de mostra, el 100% d’individus majors de 70 anys presenten una
poblacié d’'un minim de 50 esdeveniments compatible amb LBM. En vista d’aquests
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resultats, suggereixen que es pot tractar de la contrapart normal de la LLC més que d’'un
precursor d’aquesta(8).

Per tal de detectar una cél-lula corresponent a una poblacié B monoclonal per cada pL,
es recomana analitzar un minim de 200 000 esdeveniments amb un protocol de 5 colors
(CD19, CD5, CD20, kappa, lambda). L’estudi del reordenament de la cadena pesada de
les immunoglobulines (IgH) per biologia molecular i I'estudi d’hibridacié in situ amb
emissié de fluorescéncia (FISH) en cél-lules classificades i aillades (cell sorting) en

poden confirmar la clonalitat i les anomalies citogenétiques(6).

Taula 3. Estudis que han recollit la freqiiéncia de LBM entre individus sans i
donants de sang (adaptat de Shim i cols. (9))

Estudi Parametres de citometria de flux Freqiiéncia de LBM
N (%)
Autors, any | Poblacio N° Marcadors avaluats N° LBM- LBM-
colors esdeveniments | LLC LLCa /
LBM-no
LLC
Shim YK i N=1926 2 CD19 6 CD20, CD45, CD3, NE 11(0,6) NE
cols. 2007 Edats: 40-76 CD5
(2) Poblacio
general
Rachel JM i N=5141 2 CD19, CD5; en mostres NE 6 (0,14) NE
cols. 2007 Edats: 17-70+ seleccionades: CD2, CD3, global
(19) Donants de CD4, CD7, CD8, CD10, 5/540
sang CD14, CD20, CD23, k, A (0,93) =
65 anys
4/272
(1,47) =
70 anys
Dagklis A i N=1725 5 CD5, CD19, CD20, <5 X10° 128 (1,1)
cols. 2009 Edat: 18-102 K, A (5,2) LBM-
(20) Poblacio (6,7) = LLCa/
general 40 anys | (1,2)
LBM-no
LLC
Nieto WG i N=608 8 CD20, CD45, CD8, CD56, 5 X10° 73 (12) NE/ 14
cols. 2009 Edat: >40 CD19, CD3, CD38, Bcl2, (2,3)
(21) Voluntaris sans CD23, CD10, CD5, k, A LBM-no
procedents de LLC
primaria
Keutgens Ai = N=597 11 CD45, CD19, CD20, CD38, NE 123 NE/ 8
cols. 2016 Edats: 64-94 CD27, CD23, CD10, CD5, (20,6) (1,3)
(12) CD3, k, A

NE: no especificat. LBM: limfocitosi B monoclonal. LBM-LLC: limfocitosi B monoclonal de tipus
LLC. LBM-LLCa: limfocitosi B monoclonal de tipus LLC atipica. LBM-no LLC: limfocitosi B
monoclonal de tipus no LLC

Taula 4. Estudis que han recollit la freqiiéencia de LBM en pacients (excloent
familiars de LLC) (Adaptat de Shim i cols, Mowery i cols. (9,16))
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Autors, any

Shim et al, 2007
Rawstron et al,

2008. Cohort
1(22)

Rawstron et al,
2008. Cohort
2(*)(22)

Ghia et al,
2004(23)
Rawstron et al,
2002(13)

Rang edat
40-76
62-80

39-99

>65

>40

N

1926

1520

2228

500

910

* remesos per limfocitosi actual o prévia

10

Freqiiéncia de
LBM (N)

105

309

32

41

Freqliéncia de
LBM (%)

6,9

13,9

54

4,5



c. CARACTERISTIQUES BIOLOGIQUES DE LA LBM
Multiples estudis s’han centrat en cercar les diferéncies entre LBM i els diferents SLP
fenotipicament equivalents, en concret la LLC per ser aquesta darrera la sindrome
limfoproliferativa més representada fenotipicament i evolutivament entre les LBM (68-

78% de les LBM (9)). No s’ha demostrat de forma fefaent diferéncies respecte als

marcadors antigénics o immunofenotipics? ni respecte al perfil d’expressidé génica (al

contrari, Rawstron i col-laboradors van demostrar que la LBM-LLC i la LLC s’agrupaven
a una analisi de k-means no supervisat(24)), trobant-se una distribucié similar
especialment pel que fa a trisomia del cromosoma 12 i delecié del cromosoma 13(q14).
Les delecions dels cromosomes 11q o 17p caracteristiques de la LLC sén menys
freqlents a la LBM (6,13,23,25), pero tenen una prevalenca equiparable amb la LLC de
bon pronostic(22,26). La taula 5 resumeix les alteracions genétiques de la LBM descrites
en un recull de treballs.

Les uniques caracteristiques diferencials que s’han detectat entre la LBM i la LLC
apareixen quan la LBM es diferencia entre baix i elevat recompte, pel que darrerament
s’ha establert un llindar de < i = 0,5 x10° limfocits B/L, respectivament (veure segiient

apartat).

Taula 5. Anomalies cromosomiques en LBM-LLC (adaptat de Rawstron i cols.(24))

del(13q), trisomia12  del(11q) del(17p)

%(N) %(N) % (N) % (N)
Leeds, pacients amb LBM sense limfocitosi =~ 39 18 (4/22) 0(0/21) | 0(0/10)
(22) (15/38)
Salamanca, pacients de primaria(21) 27 5 (2/37) 0 (0/37) | 0(0/37)
(10/37)
Duke, familiars de pacients amb LLC, no 67 (5/9) - - -

limfocitosi(27)

“ Dos treballs van trobar associacié entre una elevada proporcié de CD38 i la progressié de LBM a LLC
amb requeriment de tractament(7,88), perd un tercer treball no ho va verificar(22).
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Leeds, pacients amb LBM i limfocitosi(22) | 58 21 (7/33) 6 (2/33) | 3(1/33)
(19/33)
Mayo, pacients amb LBM i limfocitosi(28) 44 18 (23/126) 2 (2/126) 3 (4/126)
(56/126)
LBM-LLC: limfocitosi B monoclonal amb fenotip de LLC

i. LBM de baix i elevat recompte
L’any 2010, en el context de I'edicié d’un suplement especial dedicat a la LBM a la revista
Cytometry part B (Clinical Cytometry), Rawstron i cols. van realitzar una analisi dels
percentatges acumulatius de casos d’acord amb el nombre de cél-lules B clonals dels
diferents estudis publicats, amb dades d’origen poblacional i de pacients remesos a un
centre sanitari per a estudi hematoldgic, habitualment a rel de la deteccié d’una
limfocitosi. L’analisi va revelar una distribucié bimodal dels recomptes de cél-lules B,
amb una minima superposicié de casos. Entre els casos identificats a partir dels estudis
poblacionals, la majoria presentava recomptes d’entre 0,1 i 10 limfocits B clonals/uL
(mediana de 1/uL). En canvi, entre els casos identificats a les cohorts cliniques, aquest
recompte ascendia a 500-5000 limfocits B clonals/uL (mediana de 2939/uL)(figura
1)(10,29). Molt pocs casos es trobaven entre els 2 grups de pacients, el que va portar a
la definicié de la LBM de baix recompte (LBM-BR) i alt recompte (LBM-AR) amb un

llindar de < i = 0,5 x10° limfocits B/L, respectivament.

Figura 1

Distribucié del recompte de limfocits B clonals de tipus LLC en els diferents

estudis publicats.
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4u W N
. Hematology Clinic Series,

(Lymphocytosis)

20

Cumulative F

0.01 0.1 1 10 100 1000 10000
Absolute Number of Neoplastic B-cells

Percentatge acumulatiu de casos segons el nombre absolut de limfocits B clonals provinents
d’estudis amb individus de la poblacié general amb hemograma normal (linia de punts) i de séries
de pacients remesos per a estudi hematoldgic, habitualment per limfocitosi actual o prévia (linia
continua). En el recull d’estudis poblacionals, els pacients presenten una mediana de 1/uL de
limfocits B clonals amb el 95% de casos amb menys de 56 limfocits B clonals/uL (fons blanc),
comparat amb les séries cliniques, que presenten una mediana de 2939/uL de limfocits B clonals
amb el 95% de casos amb més de 447 limfocits B clonals/uL (fons gris fosc). Un baix nombre de
casos es troben en el mateix rang de limfocits B que els individus sense limfocits B anomals
detectables (fons gris clar).

Imatge original presa de Rawstron i cols. (29)

A partir de l'estratificacié diferencial de la LBM-BR i LBM-AR pel que fa als recomptes
limfocitaris, diferents estudis han investigat els possibles trets distintius entre les dues
entitats, i entre aquestes i la LLC. En consequliéncia, s’ha descobert que la LBM-BR
presenta sovint heterogeneitat intraclonal (definida com la preséncia de multiples clones
amb cadenes lleugeres kappa o lambda diferents), a diferéncia de la LBM-AR(10,29,30).
En segon lloc, s’ha trobat diferéncies pel que fa al repertori d’immunoglobulines utilitzat:
reordenaments especifics dels gens de les immunoglobulines com IGHV 4-34, 3-32, i 1-
69 es troben escassament representats a la LBM-BR en favor de IGHV4-59, IGHV4-61
0 IGHV3-64, a diferéncia del que passa ala LBM-AR i a la LLC (ambdues entitats tenen
meés representacio dels primers gens citats). Taula 5. Aquesta diferéncia es manté

independentment de I'estat mutacional de la LLC o la LBM-AR amb qué es compara.
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Taula 5. Repertori i mutacié de la regié variable de la cadena pesada de les

immunoglobulines (IGHV) en la limfocitosi B monoclonal tipus LLC (LBM-LLC)

(adaptat de Rawstron i cols. (24))

Font

Rawstron i cols.

2008(22)

Shanafelt i cols.

2009(28)

Rawstron i cols.

2008(22)
Lanasa i
2008(27)
Dagklis i
2009(26)
Nieto i
2009 (21)

cols.

cols.

cols.

Céls. B amb
fenotip de LLC,
% promig

100

100

80

25

0,4

Casos
>2%
IGHV
18/20 (90%)
84/109 (77%)
18/20 (90%)
12/16 (75%)

36/51 (70%)

217 (29%)

amb
mutacioé

Gen IGHV
predominant a
les cels. amb
fenotip de LLC
3-07, 3-23, 4-34

3-07, 1-69, 4-34,
3-23

3-07, 3-23, 4-34
3-07, 4-34
4-59/61

No associat a
LLC

Repertori IGHV
similar a la
LLC?

Si

Si

Si

Si

No

No

El repertori d’immunoglobulines utilitzat a la LBM-BR, subtipus LLC, tampoc coincideix

amb el de la poblacié sana d’edat avancgada (figura 2) (10,26,31).

Figura 2

Repertori de gens de les immunoglobulines a diferents poblacions, estratificats

segons I'is de les immunoglobulines a la LBM-LLC.
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Frequeéncia relativa de cada gen IGHV, estratificats segons I'is de les immunoglobulines a la
limfocitosi B monoclonal de tipus LLC (LBM-LLC). El diagrama mostra a cada franja, per ordre,
els casos de LBM-LLC, pacients amb LLC, limfocits CD19+/CD5- a poblacié d’avangada edat i
limfocits B IgM+

Imatge original presa de Dagklis i cols.(26)

A més, la comparacié entre LBM-BR, LBM amb limfocitosi i LLC ha descartat que les
caracteristiques de la LBM-BR siguin equiparables a les de la LLC “mutada” (és a dir,
amb diferéncies a la sequéencia del gen IGHV superiors al 98%). El percentatge de casos
“mutats” entre la LBM-BR, LBM amb limfocitosi i LLC varia significativament (70%, 90%
i 50% respectivament)(10,20,31). Un altre punt que cal destacar és la diferéncia entre el
percentatge de casos que presenten estereotipia (homologia de la seqliéncia) en la
regié complementaria HCDR3, que correspon a un 20% a la LLC(32,33) mentre que
representa menys d’'un 5% als 51 casos de LBM-BR estudiats per Dagklis i cols.(20). La
cinquena diferéncia establerta entre LBM-BR i LBM-AR o LLC sén les mutacions
recentment descrites a la LLC pertanyents als gens SF3B1 o NOTCH1, descrites al 15

i 10% dels pacients d’aquest grup, mentre que apareixen molt rarament a la LBM (3,2%

i 1,5% de NOTCH1 i SF3B1 a LBM-AR, respectivament)(10,34,35).
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En el seu conjunt, aquestes troballes suggereixen una evolucié esglaonada al llarg del
temps de la LBM-AR a la LLC mitjangant I'adquisicié d’anomalies moleculars d’alt risc
(infreqient a la practica clinica, entre un 1% i un 2% amb requeriment de
tractament)(28,29), i una infima probabilitat de que la LBM-BR progressi a LBM-AR o

LLC.

ii. LBM d’elevat recompte i LLC estadi Rai 0

A la practica clinica, la distincio entre LBM (especialment LBM-AR) i LLC encara resulta
un tema controvertit. Historicament es considerava el recompte total de leucocits per a
definir la LLC (criteris diagnostics de LLC, anys 1988 i 1996)(36). Després de la
publicacio al 2005 dels criteris diagnostics de LBM(37), es va passar a considerar el
dintell de 5x10°%L limfocits B, resultant en una superposicié diagnostica entre els casos
previs de LLC Rai 0, en endavant re-classificats com a LBbM (fins al 40% en els diferents
estudis publicats)(6,38). La importancia de re-classificar aquests casos a la practica
habitual no esta ben establerta, més enlla de I'impacte de diagnosticar un pacient de
leucémia o d’un estat pre-leucémic, amb la repercussio en la percepcid de salut i/o sobre
les asseguradores privades que aquest diagnostic pugui tenir.

Malgrat aixd, s’ha de considerar que una majoria de nous casos de LBM probablement
pertanyen al grup de LBM-AR ja que s’han detectat en un context clinic, normalment en
context de limfocitosi, i requeriran seguiment.

Diversos autors proposen fer la distincié entre els SLPB de tipus LLC quan aquesta
diferéncia tingui realment un impacte pronostic(6). Ja amb la definici feta al 2005, es
veia que l'etiquetatge d’'una LBM en base al recompte de limfocits B tenia impacte en la
supervivencia lliure de tractament (SLT), el que no succeia quan es prenia com a
referéncia el recompte absolut de leucocits. Com s’ha comentat, el risc de progressio a
LLC que requereixi tractament entre individus amb LBM és d’'un 1-2% a I'any enfront
d'un 5-7% anual en pacients amb LLC Rai 0, diferéncia que s’accentua
considerablement si es pren com a referéncia el risc de rebre tractament als 10 anys (7-
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14% enfront a 50-70%). Des d’un altre punt de vista, prenent la major importancia
pronostica de la supervivencia global (SG), s’ha vist que el recompte de limfocits B es
comporta com a una variable continua i que la xifra determinant d’una pitjor SG de forma
independent es troba al voltant dels 10-11x10%L limfocits B, el que també implica una
pitjior SLT(29,38). S’ha de destacar que aquest valor de limfocits B també és el millor
predictor de la disfuncié de limfocits T associada amb LLC, el que també por explicar
part de la evolucié clinica(39).
iii. LBM ganglionar

La troballa d’infiltracié per LLC a adenopaties biopsiades per a I'estudi diagnostic de
diferents entitats ha plantejat el concepte de LBM ganglionar, ja que aquestes sovint sén
de mida inferior o al limit de la normalitat. La definici6 de LBM inclou I'abséncia
d’adenopaties(37); la preséncia d’aquestes seria diagnostica de limfoma limfocitic ben
diferenciat (LLBD) si la xifra de limfocits B en sang periférica (SP) no supera els 5x10°/L.
D’altra banda, I'evolucié a LLBD és comu entre els pacients amb LBM, el que ha fet
plantejar la necessitat de realitzar una prova d’'imatge (per exemple, una tomografia
computeritzada [TC]) a tots els casos de LBM per descartar adenomegalies a regions
no palpables. En un dels pocs estudis que han mirat I'evolucié a LLC/LLBD entre els
pacients diagnosticats de LBM amb o sense adenopaties a la TC del diagnostic, Gentile
i cols. no van demostrar diferéncies amb una mitjana de seguiment de 35 mesos(40), el
que ha portat a no recomanar la realitzacié de proves d’'imatge de forma sistematica a
les LBM de nou diagnostic. Strati i cols. recomanen diagnosticar de LLBD només en els
casos en qué es trobin adenopaties superiors al limit de la normalitat (>1,5 cm) en
pacients on una bidpsia ganglionar ha demostrat infiltracié per SLP-B amb fenotip de

LLC(10).

iv. LBMnolLLC
Entre un 1 i un 2,5% d’adults sans amb hemograma normal o amb limfocitosi absoluta
presenten clones de limfocits B amb fenotip no caracteristic de LLC(13,26,41). En el
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seu estudi, Nieto i cols. van ampliar les escasses dades reportades fins llavors en casos
de LBM amb fenotip diferent de LLC en la poblacié general, descrivint les
caracteristiques basals i I'evolucio clinica de 13 casos en una série de 639 individus
sans majors de 40 anys (2%). La frequéncia absoluta de les LBM amb fenotip diferent
de LLC descrites per Nieto i cols. va ser superior a la reportada anteriorment,
considerant que van realitzar un estudi immunofenotipic més sensible i extens (i per tant
una millor caracteritzacio dels diferents subtipus de LBM d’acord amb la classificacié de
la Organitzacié Mundial de la Salut (OMS) de 2008(42), i que altres grups havien
considerat anteriorment només les LBM CD5- com a “no LLC” de forma geneérica, sense
tenir en compte que algunes LBM CD5+ es podrien etiquetar com a diferents de LBM-
LLCa. Convé destacar de Nieto i cols. van mantenir el diagnostic de LBM fins i tot amb
troballes citogenétiques definitories de SLP-B com la t(11;14), i ho van etiquetar com a
LBM amb immunofenotip de limfoma de cél-lules del mantell (LCM) (1 cas). Igual que
altres grups, defensen que les LBM amb fenotip diferent de LLC presenten
caracteristiques immunofenotipiques de diferents SLP-B (OMS) perd és poc frequent
trobar-hi associades les alteracions citogenétiques uniques habituals (com la t(14;18) o
la t (11;14)). Rawstron i cols. van suggerir que per detectar aquestes poblacions CD5-
és necessari que la poblacié B estigui disminuida, i que aquests casos tenen més
afectacioé ganglionar i de moll d’'os(24). En la mateixa linia, Keutgens i cols. proposen
realitzar una TC i un aspirat de moll d’os (AMO) al diagnostic de les LBM amb fenotip
diferent de LLC, i incloure I'estudi de la t(11;14) a les LBM amb fenotip diferent de LLC i
CD5+(11). Respecte a I'edat d’aparicid, els estudis discrepen en la prevalenca en els
diferents grups d’edat: Ghia i cols. suggerien que la freqtiéncia de LBM-no LLC no
augmentava amb I'edat(23), mentre que Nieto i cols. observaven a la seva série un
increment progressiu amb I'envelliment (des de 0,4% a individus entre 40 i 59 anys, fins
a 5,4% a individus majors de 80 anys)(41). Al seu torn, Amato i cols. defensaven que
les LBM-no LLC en casos amb limfocitosi debuten a una edat més precog(43). A més,
Nieto i cols. descrivien una clara predominancga del sexe masculi(41).
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La taula 6 mostra dades cliniques i analitiques dels pacients analitzats en els diferents

estudis.
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Taula 6. Dades cliniques dels estudis que han recollit LBM-no LLC i LBM-LLCa*

LBM-

LLCa i

LBM-no
(15). LLC en 45(23-79) @59 1(1,7) M, 81 En rang
familiars
de LLC de
1r grau
LBM-no
LLC CD5-
pacients
de CCEE
LBM-
LLCa
(23). pacients 74 (65-98) | 500 3(0,6)

de

primaria

LBM-no

LLC CD5-
(23). pacients 74 (65-98) | 500 7(1,4)

de

primaria

LBM-no

LLC CD5-

Pacients 4M, 3F, 75
el avaluats | A e e (56-80)

per

limfocitosi

LBM-

LLCa
(26). estudi 55 (18-102) 1725 20 (1,2)
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al

LBM-no

LLC
(26). estudi 55 (18-102) 1725 19 (1,1) NR En rang

poblacion

al

LBM-no

LLC CD5-
(44). pacients NA 45 1(2,2) NR NR
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posterior
LBM-no
LLC
(CD5+ i
CD5-) en
poblacié
general
LBM no
LLC
(CD5+ i
CD5-) en
dones
post-
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iques
* adaptat de (41)

NR, 78 (49-

(13). 88)

>40 910 9 (1)

1M, 2F, 68
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5M, 2F, 78

(76-86) En rang

4,8 (3,6-9,4)
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(1) (63-83)
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NR: no recollit. NA: no aplica. **3 casos presentaven limfocitosi lleu, 3,75, 3,66 i 3,83 x10°
limfocits/L
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d. HISTORIA NATURAL DE LA LBM. RISC DE PROGRESSIO

Entre les LBM de baix recompte, normalment amb xifra total de limfocits entre els
intervals de referéncia, cal destacar un percentatge valorable de casos oligoclonals o
multiclonals (20% en el treball de Nieto i cols.(41)), com ja s’ha apuntat anteriorment.
Aquest fet es repeteix en els diferents treballs i ateny a tots els subtipus fenotipics de
LBM, el que explica la diversificacié oligoclonal associada a les expansions mitjangades
per estimuls antigénics i dona suport al concepte que les LBM en individus amb
recomptes limfocitaris normals sén de naturalesa reactiva.

Contrariament, la hipotesi més acceptada per a les LBM d’elevat recompte, és que no
és una condicio fisioldgica que acaba per afectar tots els individus a mesura que
envelleixen, sind que es tracta d’'una afectacié en pacients seleccionats, exposats

almenys a alguns dels factors predisponents descrits a la taula 6.

Taula 6. Factors de risc pel desenvolupament de LBM i la seva progressié a LLC

amb requeriment de tractament*

Factors de risc de LBM Factors de risc de progressio a LLC
Historia familiar de LLC Positivitat CD38

Polimorfismes genétics** IGHV no mutada

Edat Delecié 17p

Infeccions Recompte de limfocits B elevat

*adaptat de Strati P and Shanafelt TD, 2015 (10) ** rs17483466 (odds ratio [OR] =1.27; P = .02),
rs13397985 (OR =1.40; P =1.72 = 10=3), rs757978 (OR =1.38; P = .02), rs872071 (OR = 1.27;

P = 7.75 = 10=3), rs2456449 (OR = 1.31; P = 3.14 = 10=3), i rs735665 (OR =1.63; P = 6.86 =
10=6)(45).

La LLC, dins de les SLP-B, és de les malalties on més s’ha demostrat una predisposicio
genetica (un 10% de les LLC son familiars, és a dir, amb més d’'un membre afecte de
LLC). A més, els estudis realitzats en familiars sans de LLC amb predisposicio genética

demostren una elevada incidéncia de LBM (14-18%)(15,46,47), generalment entre 2 i 4
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vegades la descrita en la poblaci6 general. Aquesta incidéncia també es troba
augmentada entre familiars de LLC esporadica, en un percentatge menor (4,1% de 167
familiars, 15,6% en >60 anys)(48). A més, s’ha demostrat associaci6 de sis dels 20
polimorfismes genétics relacionats amb LLC familiar, amb el risc de desenvolupar
LBM(45). Com ja s’ha destacat en capitols anteriors, la freqiiéncia de LBM a la poblacié
general augmenta amb I'edat, de manera que els estudis més recents revelen un 26%
d’afectacio en dones >64 anys sense limfocitosi(12) i fins un 75% en individus de més
de 90 anys(21). Respecte a la seva relacié amb les infeccions, hi ha diversos estudis
que recolzen I'associacio positiva de LBM amb neumonia(49,50) o infeccid pel VHC(3).
Globalment, es considera que la LBM-AR presenta un risc de desenvolupar infeccions
incrementat 3 vegades respecte a la poblacié general(11). De la infeccié per VHC i de
la seva relacio amb la LBM en parlarem més extensament en capitols posteriors.

Com és evident, la principal preocupacio entre individus afectes de LBM, els seus
metges i les asseguradores, és el risc de desenvolupar una SLP-B que impliqui
tractament o tingui repercussio vital. Fins al moment actual pocs treballs han estudiat
I'evolucié de la LBM(6,24), alguns dels quals ja s’han mencionat. Aquests es resumeixen
a continuacio.

En primer lloc, Fung i cols. van avaluar I'evolucié de 114 LLC estadi Rai 0 i de 54 LBM-
LLC, aquestes darreres durant una mediana de 30 mesos (0-119,6). Els pacients amb
LBM van presentar una baixa probabilitat de progressié precog, i cap va precisar
tractament ni va morir per causes relacionades amb la LLC. Els autors van trobar una
tendéncia a una millor SLP en el grup de LBM, perd no van trobar cap diferéncia en la
supervivencia global(51).

Rawstron i cols. van monitoritzar 185 pacients durant una mediana de 6,7 anys (extrems
0,2-11,8 anys), en un estudi prospectiu de pacients provinents del medi hospitalari. Van
trobar limfocitosi progressiva en un 28% (51 pacients), amb el recompte total de limfocits
B com a unic factor de risc independent associat, i només un 7% (13 pacients) van
requerir tractament especific per a LLC. Van concloure que en pacients amb LBM i
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limfocitosi, el risc de desenvolupar LLC que requereixi tractament és d'un 1,1% a
lany(22).

De manera similar, Mulligan i cols. van recollir dades de forma retrospectiva de 220
pacients amb seguiment acceptable (4,1 anys, extrems 1,0-8,5) a partir d'una base de
dades de laboratori. Trenta-cinc per cent (76 pacients) van progressar a LLC, amb un
8% (18 pacients) adquirint >30 x10° limfocits/L(52).

El quart estudi que proporciona dades d’evolucié és un treball retrospectiu amb dades
d’origen hospitalari, on es compara 302 pacients amb LBM-LLC i 313 pacients amb LLC
estadi Rai 0. Entre els pacients amb LBM, novament el recompte de limfocits B com a
variable continua i CD38 (perd no I'edat i el sexe) van ser variables predictives de temps
fins al tractament. La taxa de progressié a LLC amb requeriment de tractament va ser
d’'un 1,4% a I'any en els primers 5 anys de seguiment. No es van observar diferéncies
en la supervivencia entre els individus amb diferents proporcions de ceél-lules B amb
fenotip de LLC en els casos amb <1,5x10%L limfocits B. Els autors van descriure
diferencies significatives en SLT pero no en SG entre LBM-LLC i LLC Rai 0, i remarquen
que el millor llindar de limfocits B per predir una pitjor SLT i SG és el de 11x10e9/L (53).
Per altra banda, Rossi i cols. van estudiar una cohort de pacients del medi hospitalari i
van comparar I'evolucio entre pacients amb LBM (N=123) i pacients diagnosticats de
LLC de tots els estadis (N=337, Rai 0:124; I-1l: 129, Ill-IV:54). En la comparacié amb
pacients amb LLC estadi Rai 0, els diagnosticats de LBM presentaven un percentatge
significativament inferior de limfocits al moll d’os, una inferior prevalenga d’infiltracio de
tipus difus del moll d’os, i una inferior beta-2-microglobulina. A més, la funcié immune,
mesurada com nivells d’'immunoglobulines (Ig), estava més preservada a la LBM que a
la LLC Rai 0 de forma significativa (tant per a IgG com per a IgA i IgM). Aixo es traduia
en un inferior risc d’infeccid: abans de rebre tractament quimioterapic, la incidéncia
d’infeccié va ser de 10,9 per 100 pacients-any per a LBM i de 15 x 100 pacients-any per
a LLC (p=0,030). Daltra banda, els autors van trobar una inferior prevalenca
d’alteracions citogenétiques d’alt risc (del[11922], del[17p13] i mutacions de TP53) entre
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els individus amb LBM, comparat amb els individus amb LLC Rai 0. En canvi, no van
trobar diferéncies en I'estereotipia del receptor HCDR3 ni en la distribucié dels gens
IGHV. Els individus amb LBM tenien una superior SLT respecte els pacients amb LBM
estadi Rai 0 (68,7 versus 51,3 a 10 anys, respectivament). La incidéncia d’evolucié a
LLC o LLBD va ser d'un 45% (56 casos), en una mediana de 55 mesos (10% va
progressar anualment en els primers 6 anys, mentre que 3% va progressar anualment
a partir del 7° any). Aquells casos amb recomptes de cél-lules B més elevats tenien més
probabilitat de progressar a LLC/LLBD, d’acord amb que havien descrit altres autors(22).
Entre individus amb LBM, I'analisi univariant va demostrar com factors que afectaven la
SLT, I'estat mutacional del gen IGHV, I'expressio de CD38, I'expressio de CD49d, i la
preséncia d’alteracions citogenétiques per FISH. A I'analisi multivariant, la preséncia de
trisomia 12 o del(17p13) per FISH van ser els unics predictors independents de SLT(7).
Englobant les dades d’aquests estudis, podem concloure que la majoria d’individus amb
LBM-LLC no progressaran a LLC en un periode de 5 anys. Un 75% aproximadament
estara viu amb un recompte de limfocits estable i entre un 1 i un 4% anual desenvolupara
LLC que requerira tractament, amb una taxa de progressio similar a la de gammapatia
monoclonal de significat incert(GMSI) cap a mieloma multiple. El risc de progressié d’'una
LBM-LLC (LBM-AR) a LLC o LLBD és d’'un 10% per any els 6 primers anys, seguit d’'un
3% per any els anys posteriors (temps promig de progressiéo a LLC/ LLBD de 55
mesos)(7,54). Segons Rossi i cols. no s’ha identificat cap plateau, el que indicaria que
a llarg terme, eventualment totes les LBM-LLC progressarien a LLC. Malgrat aixo, Marti
i cols. suggereixen que les LBM-BR podrien desaparéixer espontaniament o mantenir-
se estables en el temps(7,54). El risc de progressié de LLBD indolent a LLBD que
requereixi tractament, és d’'un 5-7% anual, mentre que el risc de progressié d’'una LBM-
LLC d’alt recompte a LLC que requereixi tractament és d’'un 1-2% anual. Contrariament,
aquest risc és negligible en el cas de LBM-BR. Manquen dades bibliografiques sobre el

risc d’evolucié de les LBM-LLCa i les LBM-no LLC en LNH(7,11,22,53).
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Respecte el risc de mortalitat, aquest és insignificant en el cas de LBM-BR, mentre que
augmenta a un 10-20% als 10 anys en el cas de LLC-AR i a un 20% en el cas de LLC.
La probabilitat de supervivéncia és superior en les LBM-LLC i LBM-noLLC (69% i 57%
de supervivencia a 5 anys) comparat amb les LBM-LLCa (45% de supervivéncia a 5
anys), probablement degut al fet que aquesta darrera categoria inclou les clones amb
fenotip compatible amb LCM(11).

D’altra banda, s’ha de destacar I'elevada incidéncia de segona neoplasia entre individus
afectes de LLC respecte a la poblacio general, aixi com I'aparicié de fendmens immunes
com purpura trombocitopénica idiopatica (PTI) o anémia hemolitica autoimmune (AHAI).
Concretament, 'AHAI per anticossos calents i la PTI tenen lloc en un 4-40% i un 1-2%,
respectivament, de pacients amb LLC. En un estudi amb controls aparellats per edat, es
va trobar una prevalenga més elevada de limfocits amb fenotip de LLC en pacients amb
aquestes condicions autoimmunes(55). D’acord amb les guies originals, la preséncia
d’'un procés autoimmune concomitant exclou el diagnostic de LBM i aquesta passa a la
categoria de LLC(37). Malgrat aixd, molts d’aquests individus amb clones petites mai
desenvoluparan manifestacions cliniques de SLP-B, per tant aquesta consideracié de
LLC s’hauria de revisar en futurs treballs.

No s’ha trobat dades consistents en la bibliografia relatives al desenvolupament de

segones neoplasies en relacié amb la LBM.
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e. APROXIMACIO CLINICA EN LA LBM
i. Estudis a fer al diagnostic de la LBM

Com es resumeix a la taula 7, els estudis recomanats al diagnostic varien en funcié de
limmunofenotip detectat a la LBM. Aixi, davant d’una possible LBM-LLC s’ha de
descartar LLBD mitjancant la recerca activa d’adenopaties i/o visceromegalies. En
aquest cas no es precisa TC per qlestions ja exposades anteriorment (apartat de LBM
ganglionar). D’altra banda, les LBM-LLCa i LBM-no LLC s’han de diferenciar d’'un LNH
(limfoma no Hodgkin) descartant la preséncia d’adenopaties, visceromegalies, ouna TC
positiva (amb preséncia de masses, o adenopaties superiors a 15 mm). També és
recomanable valorar la infiltraci6 de moll d’os a LBM-LLCa i LBM-no LLC, o si hi ha
citopénies en el cas de LBM-LLC. En la majoria dels casos, la citopénia estara lligada a
altres causes diferents de la LBM (metastasis, etc.)(11). Encara que la BMO (bidpsia de
moll d’os) en general no esta indicada a la LBM-LLC, sabem que la practica totalitat dels
casos presenten infiltracié, normalment d’'un 10-20%(6) tot i que s’han descrit alguns
casos amb infiltracid massiva que no han requerit tractament en un seguiment de 5
anys(7). Davant d’un fenotip que pugui ser compatible amb LCM, el que a la practica es
tradueix en tota deteccié d’'una poblacié clonal CD5+ i que no sigui compatible amb LLC

(LBM-LLCa), s’ha de descartar la t(11;14).

S’ha de considerar que un 20-25% de les LBM-LLC presentaran expressio de CD38,
expressié de ZAP70 o IGHV no mutada. Com s’ha apuntat anteriorment, I'expressio de
CD38 va ser pronostica a les séries de Mayo(38) i italiana(7), perd no a la série de
Leeds(22). L'estudi italia destacava que l'estat mutacional de la IGHV és un factor
pronostic, pero s’ha vist que entre les LBM-LLC que desenvolupen malaltia progressiva,
hi ha més casos “mutats” que “no mutats”; probablement aixd és conseqliéncia de que
la majoria de LBM-LLC tenen IGHV mutada i superen numeéricament els casos no mutats
quan progressen(24). Aquest fet porta a la conclusioé que la valoracié de factors de risc

a la LBM, vista la baixa probabilitat de progressio, s’ha de valorar molt cautelosament.
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Aixi, donat que la seva rellevancia clinica no s’ha verificat, es requereixen més estudis
en aquest sentit per a recomanar l'estudi sistematic dels factors de risc de LLC al

diagnostic de la LBM(7,22,24,38,53).

Taula 7. Estudis recomanats a fer al diagnostic de la LBM*

Estudi al diagnostic LBM-LLC LBM-LLCa LBM-no LLC
(LBM-BR i
LBM-AR)

Anamnesi: historia familiar, Si Si Si

simptomes B...

Exploracié fisica Si Si Si
Hemograma Si Si Si
Immunofenotip Si Si Si
TC No Si Si
Aspirat medul-lar No (excepte si | Si Si
citopénies)
Estudi de t(11;14) No Si No
Factors pronostics** No No No

*adaptat de Keutgens i cols.(11) **s’entenen com a factors prondstics aquells ben establerts per
a LLC, ja que no hi ha factors prondstics per a LBM ben establerts amb excepcidé del recompte
de limfocits B.

ii. Estudis a fer durant el seguiment de la LBM
Respecte el seguiment, convé diferenciar les LBM-BR, que requereixen la realitzacio
d’'un seguiment anual amb hemograma per part d’'un Metge de Familia, qui informara els
pacients dels signes i simptomes d’alarma (simptomes B: febre, sudacié nocturna, fatiga
o pérdua de pes). Contrariament, les LBM-AR, que presenten una probabilitat d’evolucio
amb requeriment de tractament d’1-2% a I'any, un risc augmentat d’infeccions (tres
vegades respecte a la poblacié general)(11,50) i un increment de mortalitat (reducci6 de
10-20% de supervivéncia a 10 anys)(11), han de ser seguits anualment per un
hematoleg, amb hemograma i immunofenotip de sang periférica. Les LBM-LLCa i LBM-

no LLC s’han de seguir cada 3-6 mesos (si fenotip de LNH agressiu) o anualment (si
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fenotip indolent), i les proves complementaries recomanades inclouen a més una TC

(minim cada 6 mesos en el cas d’'un LNH agressiu)(6,11). Veure taula 8.

Taula 8. Estudis recomanats a fer durant el seguiment de la LBM*

Estudis a fen LBM-LLC (LBM-BR) LBM-LLC (LBM- ' LBM-LLCa
AR) LBM-no LLC
Seguiment Metge de familia Hematoleg Hematoleg
Freqiiéncia Seguiment no indicat/ Anual 3-6 mesos (fenotip LNH
anual** agressiu)
Anual (fenotip LNH
indolent)
Anamnesi Si Si Si
(simptomes B)
Exploracié fisica Si Si Si
Hemograma Si Si (cada 6-12 Si(cada 6-12 mesos)
mesos)
Immunofenotip No Si Si
TC No Si Si (cada 6 mesos si LNH
agressiu)

*adaptat de Keutgens i cols.(11) **no establert. TC: tomografia comoutaritzada. LBM-LLC:
limfocitosi B monoclonal amb fenotip de leucémia limfatica cronica. LBM-BR: limfocitosi B
monoclonal de baix recompte. LBM-AR: limfocitosi B monoclonal d’'alt recompte. LBM-LLCa:
limfocitosi B monoclonal amb fenotip de LLC atipica. LBM-no LLC: limfocitosi B monoclonal CD5
negativa. LNH: limfoma no Hodgkin.

iiii. Distincié entre LBM i LLC a la practica clinica
Aquells individus de nou diagnostic de LBM, aixi com aquells que amb els nous criteris
s’haurien de re-classificar com a LBM, s’han d’informar correctament del diagnostic,
aclarir les diferéncies de riscos i evolucio clinica respecte a la LLC, aclarir la condicié de
“no maligne” i evitar termes com “pre-leucémia” o “pre-LLC”, aixi com discutir les
possibilitats de monitoritzacié. La manca d’associacié amb el diagnostic de leucémia
evita les connotacions negatives relacionades amb aquest diagnostic, i pot ajudar

l'individu a explicar la seva condicio.

El fet que manqui un codi ICD-9 especific per a LBM genera problemes en determinats
paisos, ja que la codificacié com a limfocitosi pot provocar problemes per a justificar el
seu seguiment per part d’'un especialista en Hematologia, o per justificar les diferents

cobertures sanitaries, mentre que la seva designacié com a LLC, deixant a part que no
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és correcte, comporta els avantatges i inconvenients d’estar diagnosticat de cancer i pot,

per exemple, dificultar la obtencié d’'una asseguranca de vida(6,11).

iv. Altres aspectes clinics
Els resultats de prevalenga de LBM en estudis poblacionals ens fan plantejar el fet que
s’estan acceptant donants de sang amb LBM, quan es rebutgen pacients amb
neoplasies per a la donacié de qualsevol teixit, inclosos els diagnosticats de LLC. D’altra
banda, la majoria de productes a transfondre actualment sén irradiats o deplecionats de
leucdcits amb filtres. A manca de més estudis, actualment no hi ha prou evidéncia per a

recomanar estudi immunofenotipic de donants amb recomptes hematoldgics normals.

Un altre punt clau és la donacié de progenitors hematopoétics per part de familiars per
a tractament amb alo-transplantament d’'un pacient amb LLC: hem vist la seva
prevalenga de 13,5-18%, fins i tot en joves(14). Tampoc hi ha consens sobre si s’ha de
rebutjar sistematicament els donants familiars amb compatibilitat HLA i diagnosticats de
LBM. Probablement s’hagi de considerar les alternatives i el risc que aquestes
comporten pel pacient(6,11). De fet, s’ha descrit casos de transmissié6 de LBM a
receptors de transplantament, tant en el cas de donant emparentat com no-
emparentat(56—58). Respecte a la investigacié sistematica de LBM en donants de
progenitors hematopoeétics, i ha diversos grups que ho recomanen, com a minim en

majors de 40 anys(10,58). Es precisen més estudis per aclarir aquestes questions.
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f. LINIES DE FUTUR EN LA LBM
Tot i l'intens treball d’investigacio realitzat en els darrers anys sobre la LBM, queden

diferents aspectes per investigar i conceptes per aclarir.

En primer lloc, el paper de I'afectacié de moll d’os en el diagndstic de LBM, considerant
que aquest pot ser una troballa en la realitzaci6 de BMO per estadiatge d’altres
hemopaties o neoplasies solides. Tot i que manquen estudis que indiquin quins patrons
d’infiltracié de MO pot presentar la LBM i que aquests ens podrien ajudar a entendre la
seva fisiopatologia, el percentatge d’infiltracié no s’ha relacionat amb la probabilitat de
progressié clinica(37). Amb aquesta premissa, i com s’ha indicat a I'apartat d’estudis
recomanats al diagnostic, les caracteristiques de MO no afecten els criteris diagnostics
de la LBM i el grau d’infiltracié no implica canvi de diagnostic de LBM envers LLC o

LLBD(10,59).

Un altre aspecte que cal destacar és el valor que es dona a la troballa d’'una afectacio
tissular per LBM. S’ha descrit fins un 0,4% de casos de teixit prostatic de peces de
prostatectomia infiltrats per limfocits amb fenotip de LLC(10,60) i en un 1,9% de teixit de
bidpsia hepatica(10,61) en abséncia d’altres criteris diagnostics de LLC o LLBD.
Practicament no hi ha casos descrits de progressio a SLP-B que requereixi tractament
en aquests casos(10). Ja que s’ha vist influéncia de la LLC en l'evolucié d’altres
neoplasies quan es troba en coexisténcia amb aquestes, s’hauria d’estudiar si passa el
mateix amb les LBM. En aquestes situacions, s’hauria de definir el diagnostic de LLBD

en lloc de LBM segons I'extensié de la infiltracié.

Respecte al context de malaltia autoimmune, un dels reptes a solucionar és la millor
classificacio de pacients amb petites clones de cél-lules B i malaltia autoimmune
associada. Com s’ha comentat préviament, segons els criteris diagnostics de Marti(37),
s’haurien de classificar com a LLC, perd posteriorment altres autors han proposat

denominar-ho com a LBM amb citopenia autoimmune associada(10).

31



1. INFECCIO PEL VIRUS DE LA HEPATITIS C

La infeccié pel VHC constitueix, a dia d’avui, un problema de salut publica de primer
ordre. S’estima que a nivell mundial hi ha 150-170 milions d’infectats cronics amb una
incidéncia estimada de 30 000 noves infeccions I'any 2013 als Estats Units (dades del
Center of Disease Control and Prevention)(62,63). La distribucié geografica de la
infeccié pel VHC és global, perd la seva prevalenca varia notablement segons les
diferents regions: aquesta és d’un 3,1-5,4% a Asia central, Europa de I'est, nord d’Africa
(regid centre-oest) i Africa subsahariana (central i oest); d'un 1-1,4% a Africa
subsahariana sud, Europa central, Australia i Ameérica llatina, i baixa prevalenga (0,1-
0,9%) a Oceania, Carib i Europa occidental(62,64). Degut a una replicacié viral amb
inestabilitat genética, existeixen diferents genotips, identificables amb estudis
moleculars, que presenten una distribucié global variable. Alguns d’aquests genotips
s’han associat amb pitjor resposta al tractament(65). Un 75% dels malalts cronifiquen la
infeccio per VHC després de la infeccid aguda, i si no es tracten, un de cada 5
desenvolupara cirrosi hepatica en els seguents 20 anys (essent la majoria clinicament
silents fins a les fases avancades). La infeccié per VHC és responsable d’'un 25% de
morts per cirrosi hepatica i cancer, causant més de 500 000 morts anuals(62,66). Tot i
que en els darrers anys s’han pogut introduir a la practica clinica diversos agents
antivirals molt efectius que inclouen la curacié de la infeccio per VHC, continuen existint
impediments per al control de la malaltia a nivell mundial: el seu cost inassolible sense
una intervenci6 d’altes esferes (per exemple, governamental), les resisténcies contra els
farmacs, I'activitat suboptima d’aquests enfront d’alguns genotips virals, i la inexisténcia

d’una vacuna efectiva.

a. LBMiinfeccio pel VHC
A més de la seva accio hepatotropica, el VHC és limfotropic i afecta el compartiment de

limfocits B. Nombrosos estudis han descrit la seva associacio a crioglobulinémia mixta,
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una condicié benigna que pot evolucionar a limfoma en un 10% dels casos(3,65,67), aixi
com amb la deteccid de IgH clonal a sang periférica i diferents organs de pacients
infectats pel VHC(68,69). La investigacié sobre el limfoma associat a VHC s’ha expandit
des de les associacions epidemioldgiques inicials, als actuals estudis moleculars per
explicar-ne la patogénesi, proporcionant en conjunt dades convincents de la relacio

etiologica de la infeccio pel VHC amb el limfoma B(65).

Encara que I'exclusié d’'una malaltia infecciosa forma part dels criteris diagnostics de
LBM proposats al 2005(5), s’accepta que les clones de cél-lules B que es troben en
pacients infectats de forma cronica per VHC es poden etiquetar com a LBM.

A l'estudi de Fazii cols.(3) destaca una distribucio atipica dels subtipus de LBM, amb un
37% de casos de LBM-LLC en el grup de VHC mentre que aquest subgrup acostuma a
aproximar-se al 70% als estudis realitzats sobre poblacié general. Les proporcions de
LBM-LLCa i LBM-no LLC entre els pacients infectats per VHC va ser del 46% i 17% dels
casos (figura 3). Aixi, es tractava de clones amb predomini fenotipic de LLC atipica,
presents en el 28,5% dels casos de VHC (35 de 123 pacients avaluats), amb una
proporcido meés elevada de tots els subtipus que en el grup control de 1725 individus
sans. Aquest percentatge augmentava amb la gravetat de I'afectacié hepatica(3). No
existeixen altres publicacions que investiguin especificament la preséncia de LBM en
pacients amb infeccio per VHC.

Tot i que es desconeix la causa de I'associacio entre la infeccid cronica per VHC i el
desenvolupament de LBM, s’hi poden aplicar les mateixes hipotesis que teoritzen sobre
'associacio entre VHC i altres SLP. Una de les més acceptades és I'estimulacio
antigénica cronica que pateixen les cel-lules B, per exemple a la LLC en pacients amb
infeccié per VHC(16,70). En relaci6 amb aquesta hipotesi, Landgren i cols. van
demostrar un risc lleument incrementat de patir LLC en pacients amb historia de
pneumonia (odds ratio 1.4; interval de confianga del 95%, 1.2-1.8), suggerint que

'estimulacié de cél-lules B per determinats patdgens respiratoris podia afavorir el
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desenvolupament de la LLC. Malgrat aix0, els mateixos autors van proposar una teoria
alternativa: la infeccid respiratoria podria estar afavorida pel baix nivell
d'immunoglobulines associat a una LLC encara no diagnosticada(71). Alguns autors
defensen que la unié entre la proteina E2 de 'embolcall lipidic del VHC i la molécula de
superficie de limfocits B CD81, pot ser crucial per a I'estimulacio B, ja que en disminueix
el llindar d’activacié i proliferacid, i indueix la hipermutacié dels gens IGHV de les
cél-lules B(72,73). La infeccio cronica per VHC indueix una estimulacié B sostinguda i
restringida a alguns isotips, com s’extreu de la revisio bibliografica efectuada per Libra i
cols(74); aquesta estimulacié B fisioldgica en resposta a la infeccié pot provocar la
posterior expansio de cél-lules B i desenvolupament de la LBM. A més, Conca i cols.
raonen a la seva revisié que la infeccid limfocitica per part del VHC podria condicionar
la persisténcia del virus a l'organisme, degut a que constitueixen uns reservoris
privilegiats que confereixen resisténcia tant a la defensa immune propia de I'organisme,

com al tractament(73).

Altres autors han introduit altres possibles mecanismes causants, com pot ser la
inhibicié de I'apoptosi cel-lular per part dels limfocits infectats per VHC, mitjangant la

sobreexpressié de BCL-2(3,68).

Manquen estudis sobre factors associats a I’hoste amb MBL i factors ambientals per

aclarir les causes de 'expansié de clones B.

Figura 3. Proporcio de casos de LBM entre persones sanes i pacients infectats pel

VHC.
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Tots els subtipus de LBM sén més freqlients entre pacients amb infeccié pel VHC que a la
poblacié sana. Les columnes representen la freqiiéncia acumulada dels 3 subtipus de LBM a la
poblacié general (columna de I'esquerra) i entre els pacients infectats per VHC (columna de la

dreta), respectivament. L’increment en la freqiiéncia de LLC atipica (gris clar) és particularment
evident.

Imatge original presa de Fazi i cols(3).

35



IV. HIPOTESIS | OBJECTIUS

a. Hipotesis

Hipotesi 1: Podria existir un percentatge valorable de pacients reclassificables com a
LBM en els casos historics revisats. Aquests, dins de totes les sindromes
limfoproliferatives B croniques (SLPC), presentarien major supervivencia lliure de

tractament i supervivéncia global.

Hipotesi 2: Les alteracions citogeneétiques relacionades amb la LBM podrien presentar
una prevalenga equiparable als SLPC amb el mateix immunofenotip; aquestes els

podrien conferir el mateix impacte pronostic que als diferents SLPC.

Hipotesi 3: L’aparicié de LBM en pacients amb VHC podria associar-se a la carrega viral
i al genotip del virus, de manera que una carrega viral elevada i els genotips 1b i 4

podrien ser factors predictius d’aparicié de LBM i de la seva posterior evolucié a LLC.
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d. Objectius

Objectiu 1: Analitzar i descriure les caracteristiques clinic-biologiques de la LBM en
casos diagnosticats al nostre centre entre 1998 i 2011. Redefinir els casos diagnosticats

de SLPC com a LBM, si s’escau.

Objectiu_2: Analitzar les alteracions citogenétiques (i particularment la translocacio

t[18;22]) en els casos de LBM i definir el seu significat pronostic.

Objectiu 3: Avaluar incidéncia de LBM en pacients amb infeccié per VHC, i analitzar la

seva relacio amb la carrega viral i el genotip.
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V. PACIENTS | METODES

L’estudi consta de 3 parts: a) estudi retrospectiu de pacients amb SLP-B candidats a
reclassificacio com a LBM, b) estudi prospectiu de LBM de nou diagnostic, i ¢) estudi
prospectiu de nous casos de VHC per a identificacié la incidéncia de LBM en aquesta

poblacié.

e Pacients
a. Estudi retrospectiu

Estudi retrospectiu de pacients diagnosticats de SLP-B, provinents de larxiu de
citometria de flux del Laboratori d’Hematologia del centre de tercer nivell Hospital
Universitari Germans Trias i Pujol (HUGTIP), entre els anys 1999 i 2010. Es va triar
aquest periode per la introduccio de la técnica estandarditzada de citometria de flux. La
revisio es va realitzar consecutivament per data, de manera que es van avaluar tots els
casos de limfoma/leucémia B de baix grau amb afectacié de sang periférica i per tant
candidats a ser reclassificats com a limfocitosi B monoclonal, en funcié del recompte de
limfocits B(5,42). Aquest recompte s’obtenia en cada cas prenent el percentatge de
CD19 per citometria de flux respecte el total de limfocits obtingut per I'analitzador

automatic d’hemograma.

Només es van considerar com a candidats aquells pacients als quals s’havia fet

seguiment al nostre centre.

De cada pacient, es van avaluar les dades cliniques extretes de I'arxiu d’histories
cliniques de 'THUGTIP (en paper o digitalitzades), o bé les dades del sistema informatic
hospitalari, a partir de I'any 2007. Aquestes havien d’incloure la simptomatologia del
pacient, aixi com I'exploracio fisica. Per al diagnostic integral de laboratori d’hematologia
(DILH), es van considerar les dades de citometria de flux, citoldgiques, citogeneétiques i

de biologia molecular (veure I'apartat métodes).

A més, es van recollir dades epidemioldgiques (edat, génere), estadis Rai i Binet, dades
d’hemograma al diagnodstic i a Il'Ultim control (recompte leucocitari i limfocitari,
concentracié d’hemoglobina, recompte de plaquetes), dades bioquimiques (nivells de
creatinina sérica, lactat deshidrogenasa, beta-2-microglobulina), de bidpsia de moll d’os
(tipus d'infiltracid, preséncia de fibrosi), serologies del virus de la hepatitis B, VHC i virus
de la immunodeficiéncia humana, cariotip convencional i FISH (veure métodes), estudi

de clonalitat de la cadena pesada de les immunoglobulines (IgH), tipus i data de
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tractament rebut, resposta al tractament, historia de malaltia autoimmunitaria i d’altres
neoplasies, progressio a SLP-B, causa de mort. L’estudi citogenétic per FISH no es va
realitzar de forma sistematica en tot el periode estudiat, el mateix cas que amb la bidpsia
de medul-la dssia, pel que els resultats no estaven disponibles per a tots els pacients.

De la mateixa manera, només alguns pacients disposaven d’estudi de clonalitat IgH.

Les dades de laboratori es van incloure si s’havien realitzat pre-tractament, des de 2
mesos abans del diagndstic fins a 6 mesos post-diagndstic. Com a excepcid, les dades
de citogenética i FISH es van incloure amb la condicié d’haver-se realitzat pre-

tractament, des del diagnostic o fins a 2 anys post-diagnostic.

Els diagnostics inicials candidats a reclassificacio es detallen a la taula 6. Aquests es
van agrupar, per a la seva posterior comparacié amb els diferents subtipus de LBM
descrits a la literatura, en LLC, SLP-B CD5 negatiu i SLP-B CD5 positiu sense criteris
de LLC (taula 9).

Taula 9. Diagnéstics inicials de les sindromes limfoproliferatives B i reagrupacié

per a la seva comparacié amb LBM.

SLP-B Subclassificacio*
Leucémia limfatica cronica LLC

Limfoma de la zona marginal SLP-B CD5+/ SLP-B CD5-
Limfoma del mantell de baix grau SLP-B CD5+/ SLP-B CD5-
Tricoleucémia SLP-B CD5+/ SLP-B CD5-

Tricoleucémia variant SLP-B CD5-
Limfoma folicular SLP-B CD5+/ SLP-B CD5-

Limfoma de Wéaldenstrom SLP-B CD5-
Limfoma limfoplasmacitic SLP-B CD5+/ SLP-B CD5-
Limfoma MALT* SLP-B CD5+/ SLP-B CD5-

Limfoma limfocitic ben diferenciat SLP-B CD5+
Limfoma B inclassificable SLP-B CD5+/ SLP-B CD5-

* S’especifiquen les diverses possibilitats de cada tipus de limfoma 1 Limfoma de teixit limfoide

associat a mucosa

Basant-nos les afirmacions de Rawstron i cols. a la seva revisié al suplement especial
sobre limfocitosi B monoclonal de Cytometry Part B: Clinical Cytometry, es va utilitzar el
llindar de 2.0 x 1029/L cél-lules B per a diferenciar LBM amb baix risc de progressié (br-
LBM) de LBM amb elevat risc de progressio (ar-LBM) i fer-ne la comparacié de les seves

caracteristiques basals. Al citat article, els autors argumenten que aquesta és la xifra de
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limfocits B clonals a partir de la qual una LBM tendeix a augmentar gradualment el
nombre de cél-lules amb fenotip i citogenética de LLC, mentre que per sota de 2.0 x
1079 cel-lules B/L, la LBM es manté estable(29). Aiximateix, es van comparar els grups
de LBM-BR i LBM-AR, amb el llindar descrit de 0,5 x 1079/L cél-lules B.

b. LBM de nou diagnostic

Estudi prospectiu de pacients diagnosticats de SLP-B, provinents de les mostres
remeses per a estudi de citometria de flux del laboratori d’hematologia de I'Hospital
Universitari Germans Trias i Pujol (HUGTIP), a partir de I'any 2011 (aquest inclos) i fins
el 2014. Per al diagnostic de LBM es van utilitzar els criteris diagnostics de la OMS (42).
Per a la seva analisi, es van recollir les mateixes dades descrites a I'apartat anterior,
ampliades a l'apartat de métodes. Els diagnostics de LBM, en funcié de les dades
recopilades al DILH, es van classificar segons I'equivalent més probable de diagnostic
de SLP-B (taula 10).

Taula 10. Diagnostics equivalents de les LBM de nou diagnostic i subclassificacié

(origen: mostres remeses a citometria de flux).

SLP-B Subclassificacio
Leucémia limfatica cronica Tipus LLC
Limfoma B inclassificable SLP-B CD5+

c. VHC de nou diagnostic

Estudi prospectiu de la incidéncia de LBM en els nous casos d’infeccié per VHC a
'HUGTIP, detectats a rel de les sol‘licituds de carrega viral del VHC realitzades al
sistema informatic del laboratori (SIL). Per al diagnostic de LBM es van utilitzar els
criteris diagnostics de la OMS (42). Per a la seva analisi, es van recollir les mateixes
dades descrites als apartats anteriors, ampliades a I'apartat de métodes, a més de la
carrega viral (CV) del VHC en el moment del diagnostic de LBM i el genotip del VHC
(dividit en 1a, 1b, 2, 3 i 4). La CV es va considerar negativa segons el procediment
habitual del laboratori de microbiologia del nostre centre, si era inferior a 12. A efectes
de comparacié de CV entre els pacients que van desenvolupar LBM i els que no, es va

considerar els casos negatius com a CV de 0.
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Els diagnostics de LBM, en funcié de les dades recopilades pel DILH, es van classificar

segons I'equivalent més probable de diagndstic de SLP-B (taula 11).

Taula 11. Diagnéstics equivalents de les LBM de nou diagnostic i subclassificacié

(origen: VHC de nou diagnostic).

SLP-B Subclassificacié
Leucémia limfatica cronica Tipus LLC
Limfoma de la zona marginal SLP-B CD5+/ SLP-B CD5-
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e Metodes

Per al desenvolupament de I'estudi es van respectar els principis de la declaracié de

Helsinki.

Es va considerar LBM amb immunofenotip de LLC quan complia = 4 punts al sistema de
puntuacié de Moreau, Matutes i cols.(75), o, en cas de puntuar-ne 3, es considerava
conjuntament amb les dades citogenétiques i/o moleculars per al diagnostic. El
diagnostic de LCM es confirmava en cada cas amb la demostracioé de la translocacié
t(11;14) per la técnica de bandes G o amb la demostracié de reordenament IGH/CCND1
per FISH, i es va considerar LBM amb diagnostic equivalent de LCM quan complia tots
els criteris de LBM (<5 x10%L limfocits B, abséncia de signes i simptomes de SLP-B
mantingut almenys 6 mesos, etc.) pero el DILH era compatible amb LCM. Igualment, els
casos de limfoma fol-licular es confirmaven per la demostracio de la t(14;18) per
citogenetica convencional o bé demostracié de reordenament del gen BCL2 per FISH.
El diagnostic dels diferents SLP-B es va revisar cas a cas aplicant els criteris diagnostics
de la OMS(42) o etiquetant-ho com a SLP-B inclassificable si no complia criteris

especifics.

Es va considerar progressio a LLC o a SLP-B quan s’adquirien els criteris de la OMS o

bé el recompte de limfocits B superava els 5 x10°/L.
Técnica de citometria de flux

Per a I'estudi de citometria de flux es van utilitzar els citometres Coulter EPICS XL-MCL
i el FC-500 (Beckman Coulter, Hialeah, Fl). Partint de mostra de sang total en EDTA, es
prenien 100 pL (ajustats a 10 000 ceél-lules/uL) que s’incubaven amb 5 pL dels
anticossos monoclonals corresponents durant 10 minuts a les fosques. Posteriorment
es lisaven els eritrocits amb un preparat lisant (Optilyse, Beckman Coulter), es
centrifugava i decantava el resultant dues vegades, i es re-suspenia en tamp¢ fosfat sali
(PBS, per les seves sigles en anglés). Es delimitava la poblacié limfocitaria, i les
poblacions limfocitiques normals s’utilitzaven com a control negatiu. Els anticossos
monoclonals utilitzats, les seves clones i la combinacié de fluorocroms es detallen a la

taula 12°:

5> Donat que el periode d’estudi és molt ampli, la incorporacié dels anticossos monoclonals va ser
progressiva conforme van estar disponibles comercialment. Si bé la combinacié d’anticossos monoclonals
que es mostra €s la que es va utilizar els darrers anys del periode indicat, cal tenir en compte que el primer
citometre de qué es diposava tenia 4 colors, i no 5 com el FC-500 (Beckman Coulter)
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Taula 12. Panells d’anticossos monoclonals amb els respectius fluorocroms

combinats i les clones utilitzades

FITC PE ECD PCy5 PCy7
Panell basic
CD4 CD3 CD8 CD19 CD56
13B8.2 B9.11 UCHT1 HD37 N901
Panell B
FMC7 CD23 CD19 CD5 CD38
FMC7 9P25 J4.119 SJ10.1H11 BU15
CD200
CD103 MRC OX- CD19 CD22 CD11c
LF61 104 J4.119 AJ10.1H11 BU15
K A CD19
polyclonal polyclonal - HD37 -
CD43 CD79 CD19 CD10 CD20
DFT1 CB3-1 J4.119 ALB1 B9E9

Fluorocroms:
FITC: isotiocianat de fluoresceina
PE: ficoeritrina
ECD: ficoeritrina aparellada amb vermell Texas
PCy5: ficoeritrina-cianina 5
PCy7: ficoeritrina-cianina 7

En funcio de la sospita diagnostica s’afegien altres marcadors, com les cadenes p en
citoplasma en sospites de limfoma limfoplasmacitic, o CD25 i CD123 en el cas de

sospita de tricoleucémia.

Es van excloure els doblets en funcio del la seva relacio entre 'algada de la dispersio
frontal del laser (FSC, en les seves sigles en anglés) / ratio FSC, més elevada que en

els singlets.

En els casos d’infeccio per VHC, es va modificar el panell basic per a realitzar una cerca
més dirigida d’una possible LBM associada. Aixi, es va dissenyar la seglient combinacio

d’anticossos monoclonals (taula 13):
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Taula 13. Panells d’anticossos monoclonals especific per als casos de VHC, amb

els respectius fluorocroms combinats i les clones utilitzades

FITC PE ECD PCy5 PCy7
Panell VHC

CD5 CD3 CD19 CD10 CD56

BL1a UCHT1 J4.119 ALB1 N901

Estudi citogenétic
L’analisi citogenética es va basar en el cultiu i lectura per bandes G i I'estudi per FISH.
e Técnica de cultiu i lectura per bandes G

L’objectiu de la técnica és obtenir cél-lules en metafase, on es poden observar els 23

parells de cromosomes al microscopi optic.

Cultiu de MO (en campana de flux laminar i condicions d’esterilitat). En un flascé amb
medi de cultiu (RPMI 1640, 2,5% antibidtic, 2,5% L-glutamina, 1% heparina sodica),
suplementat en el moment d’inici del cultiu amb 1 mL de sérum bovi fetal (20% restant)
i una gota de tampé HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid),
s’'afegia botd cel-lular per a aconseguir una concentracid cel-lular de 2 a 3 x10°
cél-lules/mL. Préviament es centrifugava a 1700 rpm durant 7-10 minuts, amb I'objectiu
d’eliminar el greix (sobrenedant resultant) i sThomogeneitzava el boté cel-lular amb la
mateixa pipeta Pasteur estéril. Es cultivava 24 hores a 37°C (estufa de cultius amb un

5% de CO2, per a mantenir I'equilibri carbonat-bicarbonat).

Cultiu de SP (en campana de flux laminar i condicions d’esterilitat). En un flascé amb
medi de cultiu (RPMI 1640, 2,5% antibiotic, 2,5% L-glutamina, 1% heparina sodica), es
suplementava en el moment d’inici del cultiu amb 1 mL de sérum bovi fetal (20% restant)
i una gota de tamp6 HEPES. S’afegien 50 uL de TPA (phorbol 12-myristate 13-acetate)
a una concentracio de 40 ng/mL, que és un mitdogen especific per als limfocits de linia
B. S’ajustava la quantitat de la mostra partint de la xifra de leucdcits indicada pel
comptador cel-lular, per obtenir una concentracié final de 2 a 3 x10° cél-lules/mL. Es
cultivava 72 hores a 37°C (estufa de cultius amb un 5% de CO2, per a mantenir I'equilibri

carbonat-bicarbonat).
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Aturada de la divisié cel-lular. Abans de procedir a I'extraccio del cultiu, s’afegia a

aquest I'antimitotic Colcemid (10 pg/mL), 50 yL durant 20 minuts als cultius no

estimulats, i 150 uL durant 2 hores als cultius estimulats amb TPA.

Xoc hipotonic. Després de centrifugacié i decantacio del resultant del cultiu (1700 rpm

durant 7 minuts), es rebutjava el sobrenedant i s’afegien 3-4 pipetes de KCL 0,075M
(preescalfat a 37°C), resuspenent la mostra després de cada pipeta afegida. Amb
I'objectiu de crear tensié osmotica per millorar la visibilitat dels cromosomes, es deixava

actuar el xoc hipotdnic durant 25-30 minuts a 37°C.

Fixacié. Es va emprar solucié de Carnoy, que produeix lisi eritrocitaria a més de trencar
les membranes citoplasmatiques i produir fixacié cromosdmica. Després d’'una nova
centrifugacio (1700 rpm 7 minuts) i decantacio, s’afegien tres pipetes del fixador amb
resuspensio i centrifugacid en les mateixes condicions. Amb aquesta operacio
s’eliminaven les restes cel-lulars i s’obtenia un botd final que contenia les metafases i

els nuclis en interfase. Amb el resultant es realitzaven les extensions a ma algada.

Tincid. S’envellien les preparacions durant 1 hora a 100°C. Es realitzava immersié en
la solucio 2xSSC a 65°C durant 1 segon i s’aclaria amb aigua de I'aixeta. Posteriorment
es tenyia amb 1 mL de colorant Wright i 3 mL de solucié Sdrensen per cada

portaobjectes, amb temps variables segons el grau de tincié aconseguit.

La descripcio del cariotip es va realitzar segons la norma ISCN (Sistema Internacional
per a la Nomenclatura Citogenética Humana, en les seves sigles en angles) de 2009
(76). Es definia com a cariotip normal quan es llegien un minim de 20 metafases

normals.
e Tecnica de FISH

Preparacio de la mostra i de la sonda. Unes hores abans de la hibridacio, es realitzava

I'extensio cel-lular mitjangant el llangament d’'una gota a ma algada en un portaobjectes,
a partir de cél-lules fixades amb solucié de Carnoy. Amb un llapis de diamant es
delimitava I'area d’hibridacioé en el portaobjectes. En el cas de portaobjectes ja tenyits
per a I'estudi citogenética amb bandes G, es destenyien en solucié de Carnoy fins a la

desaparicié de la tincio.

Posteriorment es preparava la sonda, descongelant-la a temperatura ambient i protegida

de la llum. En el cas de sondes no preparades comercialment amb tampd d’hibridacio,
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per a la seva aplicacié directa, es preparava una soluci6 amb 3,5 pyL de tampd

d’hibridacio, 0,5 pL de sonda i 1 yL d’aigua destil-lada.

Hibridacié (en cambra humida [estufa o Thermobryte], a 37°C i amb la placa d’hibridacié
a la temperatura recomanada pel fabricant de la sonda). S’aplicaven 5 pL de la solucié
amb la sonda a l'area d’hibridacio, es cobria rapidament amb un cobreobjectes i es
fixava amb cola. Per nuclis en interfase, es desnaturalitzava durant 3 minuts a 74°C. Per
a extensions destenyides, 4 minuts a 75°. Per a hibridacié rapida, 4 minuts a 85°C.

Posteriorment s’incubava a 37° tota la nit o bé 2 hores en el cas d’una hibridacio rapida.

Les sondes que ho precisaven (Abbott i destenyides) es rentaven 2 minuts a 37°C amb
la solucié 0,4 xSSC / 0,3% NP40, després de retirar el cobreobjectes. A continuacio es
rentaven entre 5 i 60 segons a temperatura ambient amb la solucié 2 xSSC / 0,1% NP40.

S’assecaven els portaobjectes en vertical sense exposicié a la llum.

Contratincid. S’aplicaven 10 uL de DAPI Il sobre I'area d’hibridacid, i es cobria amb un

cobreobjectes. Les preparacions es conserven a -20°C protegides de la llum.

Per a I'analisi de resultats, es llegien les senyals d’hibridacié en el microscopi de
fluorescéncia. Segons el tipus de mostra i/o sonda es llegien entre 100 i 200 nuclis. Es

va descriure els resultats segons les normes de I'lISCN 2009 (REF Shaffer et al. 2009)
Les sondes utilitzades van incloure: D12Z3, LSI P53, LSI ATM, LSI D13S319,

LAMP1 (Vysis CLL FISH probe kit, Vysis, Downers Grove), IGH/BCL2, LSI CCND1, LSI
BCL6 (Vysis, Downers Grove, IL)

Técnica de biologia molecular

Per a l'analisis de PCR (reaccid en cadena de la polimerasa, en les seves sigles en
anglés), es va realitzar I'extraccio de ADN amb DNA Mini easy extraccion Kits (Qiagen,
Hilden). Per a I'estudi de cél-lules B, es va utilitzar I'ldentiClone TM IGH Gene C Clonality
Assay (INVIVOSCRIBE, San Diego, CA), que amplifica les regions conservades amb
les regions V i J que flanquegen FR1, FR2 i FR3 per a I'analisi IgH. El test es va fer
servir seguint les instruccions del fabricant. Per tal de verificar la integritat i quantitat
d’ADN, es van utilitzar els marcadors de qualitat i mida de mostra, inclosos a I'equip. Es
van incloure controls clonal i policlonal, aixi com tubs de control negatiu per tal d’evitar
falsos positius per contaminacié de la mostra. Les condicions de PCR van ser: un cicle

a 95°C durant 7 minuts, 35 cicles de (45 segons a 95°C, seguit de 45 segons a 60°C,
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seguit de 90 segons a 72°C) i un pas final d’extensié a 72°C durant 10 minuts. Es va
realitzar I'analisi de fragments a un sequenciador 3130 Applied Biosystems (Genescan).
Quan s’amplificava ADN d’una poblacié cel-lular normal o reactiva, es produia una corba
de distribucio gaussiana del producte d’amplificacié, dins d’'un rang de mida esperable,
i el resultat de la PCR s’informava com a policlonal. Si s’observava la preséncia d’'un o
dos amplicons prominents, amb una mida determinada esperable i un fons normal o
disminuit i policlonal, el resultat de la PCR s’informava com a policlonal. Es va considerar
el resultat de la PCR com a policlonal perd no concloent quan el pic era entre dues i tres
vegades més alt que el tercer pic més alt sense arribar al limit de la clonalitat. En aquests
casos, es sol-licitava nova mostra per a fer un nou control. Es considerava un resultat
com a no informatiu quan no es llegien productes especifics per a cap dels objectius de

IgH, perd els controls de qualitat eren correctes.

Per a I'analisi de la carrega viral (laboratori de microbiologia) s'utilitzava la técnica de
PCR a temps real i el resultat s’expressava en logaritme en base 10. Aiximateix, per a

I'estudi del genotipat del VHC també s’utilitzava la PCR a temps real.
Analisi estadistica

Es va realitzar una analisi retrospectiva de les caracteristiques basals de la série global.
Les variables quantitatives es van expressar com a promig (desviacié estandar, DE) o
mediana (extrems) i les variables qualitatives com a frequiéncia i percentatge. Per a les
comparacions entre pacients (br-LBM versus ar-LBM) es van utilitzar el test de la Chi-
quadrat i el test exacte de Fisher (per a variables categoriques) i el test de la T de

Student, U de Mann-Whitney o test de la mediana (per a variables quantitatives).

Es va utilitzar el métode de Kaplan-Meier(77) per a les corbes de supervivencia, i el test
de log-rank(78) per a comparacions. La supervivéncia global (SG) es va mesurar des
del moment del diagndstic fins al moment de la defuncié o darrer control. La
supervivencia lliure de progressio (SLP) es va definir com el temps transcorregut des
del diagnostic fins a la progressié a SLP-B o fins el darrer control. La progressié o mort
per qualsevol causa es van considerar com a esdeveniments. La probabilitat de segona
neoplasia es va calcular utilitzant la funcié d’incidéncia cumulativa i es va comparar amb
el test de Gray. Es va analitzar la segona neoplasia i la mort per qualsevol altra causa
com a riscos competitius. El nivell de significacié estadistica es va establir com a P<.05.
Les analisis estadistiques es van realitzar amb els softwares SPSS (Statistical Package
for Social Sciences) v24.0i R 3.3.2.
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VI. RESULTATS

Estudi retrospectiu

Descriptiva dels casos reclassificats com a LBM

Es van revisar 547 pacients amb SLP-B i afectacié de sang periférica. Cent vint-i-nou
(23,6%) es van reclassificar com a LBM, dels quals 69 eren homes i 60 dones (1,15:1).
L’edat mediana va ser de 73 anys (extrems 42-95). Les proporcions de LBM-LLC, LBM-
LLCa i LBM-noLLC van ser de 80% (n=103), 2% (n=3) i 18% (n=23), respectivament.
Les proporcions dels seus SLP-B equivalents considerant el DILH van ser de 63%
(n=264) LLC, 15% (n=64) SLP-B CD5+ i 22% (n=90) SLP-B CD5- (taules 14 i 15).

Taula 14. Reclassificacio i subtipus dels SLP-B seleccionats.

N (%) TOTAL  Subtipus LLC Subtipus LLCa (CD5+) Subtipus no-LLC (CD5-)
LBM 129 (23,6) 103 (79,9) 3(2,3) 23 (17,8)
SLPC-B 418 (76,4) 264 (63,2) 64 (15,3) 90 (21,5)
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Taula 15. Caracteristiques dels pacients: globals i segons el recompte limfocitari B

iy Limfocits B Limfocits B
Caracteristiques TOTAL <2x10°/L >2x10%/L
Nombre de patients (%) 129 23 (17,8) 106 (82,2)
Edat Mediana 73 (42-95) 72 (45-95) 73 (42-94)
(extrems)
Homes 69 (54) 12 57
Geénere: n (%)
Dones 60 (46) 11 49
LBM-LLC 103 (80) 15 88
Classificacio:
n (%) LBM-LLCa 3(2) 0 3
LBM-noLLC 23 (18) 8 15
RLT (x10°/L) Promig (DE) 11.5 (3.9) 10.3 (6.9) 11.8 (2.9)
RLi (x10%L) Promig (DE) 5.6 (1.6) 34(1.2) 6.1(1.2)
RLiB (x10°/L) Promig (DE) 3.0(1.1)
Hemoglobina .
(g/L) Promig (DE) 135 (19) 129 (24) 136 (18)
Plaquetes .
(x10°/L) Promig (DE) 206 (73) 197 (106) 208 (64)
Creatinina Promig (DE) 1.1 (0.7) 0.9 (0.5) 1.1 (0.7)
B2- Promig (DE) 2.3(1.6) 2.3(0.7) 23(1.8)
microglobulina 9 R R T
LDH Promig (DE) 288 (112) 268 (76) 294 (121)
Clonal 14 2 12
IGHV (n")
Oligoclonal 1 0 1
Infeccié 7 4 3
VHC (n?)
Negatiu 58 9 49
Cariotip Alterat 27 (29) 5 22
n (%) Normal 67 (71) 11 56
Segona neoplasia n* (%) 33 (26) 6 (26) 27 (26)
Malaltia autoimmunitaria n° (%) 14 (11) 4 (17) 10 (9)

LBM-LLC, limfocitosi B monoclonal amb fenotip de leucémia limfatica cronica. LBM-LLCa,

limfocitosi B monoclonal amb fenotip de leucémia limfatica cronica atipica. LBM-noLLC,

limfocitosi B monoclonal CD5 negativa. RLT recompte leucocitari total. DE, desviacié estandard.

RLi, recompte limfocitari. RLiB, recompte limfocitari B. LDH, lactate dehydrogenase. IGHV, regié

variable de la cadena pesada de les immunoglobulines. VHC, virus de la hepatitis C.
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1Casos avaluables: 15 2Casos avaluables: 65 3Casos avaluables: 98 4Casos avaluables: 126

5Casos avaluables: 125

El patré d'infiltracié de MO predominant va ser l'intersticial (41% dels casos), seguit del
mixt (nodular-intersticial), 33% dels casos, i del nodular (18% dels casos). El patro

d’infiltracié difus va ser molt infrequent (taula 16).

Taula 16. Distribucié dels patrons d’infiltracié de moll d’os segons I'immunofenotip*

Infiltracio

Infiltracié  mixta Infiltracié Infiltracié  ©° es
n . . . . . . . detecta
intersticial intersticial/ nodular difusa . e . s
infiltracioé
nodular
LBM-LLC 12 11 7 1 7
LBM-LLCa 0 1 0 1 0
LBM no-LLC 4 1 1 0 1

*Les dades de BMO estaven disponibles en 47 pacients.

Només 7 dels 67 pacients amb dades disponibles (10%) tenien anticossos contra el VHC
en el moment del diagnostic. Cal destacar un dels casos, un home de 79 anys al
diagnostic de LBM-LLC, que va desenvolupar un carcinoma hepatocel-lular als 37
mesos del diagnodstic de LBM-AR, i a més va presentar multiples carcinomes cutanis
(amb histologia de carcinoma basocel-lular) 10 mesos abans del diagnostic. Aquest
pacient va patir una anémia hemolitica autoimmunitaria (AHAI) 44 mesos després del
diagnostic de la LBM, motiu pel qual es va iniciar tractament corticoide a dosis elevades;
després de dos mesos de tractament, va morir als 89 anys per pneumonia

broncoaspirativa. La seva LBM-LLC mai va progressar a SLP-B.

De 56 i 60 casos amb informacié disponible, respectivament, no es va trobar co-

infeccions per virus de la hepatitis B ni per virus de la immunodeficiencia humana.

A DESTACAR

e Es van reclassificar un 23,6% dels SLP-B revisats, dels quals un 80%
corresponien a LBM-LLC.
e Els patrons d’infiltracié de MO més comuns van ser l'intersticial i el mixt.

e Un 10% dels pacients presentava infecci6 per VHC.
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Estudi citogenétic
Respecte a I'estudi citogenétic, es disposava de dades de cariotip convencional de 94
pacients, i FISH de 67 pacients (dels quals només 2 no disposaven del cariotip). En

global, es van trobar alteracions citogenétiques en 61 pacients (64%).

Si només es consideren els diagnosticats de LBM-LLC, 43 pacients (42%) presentaven

alteracions citogenétiques.

Aixi, del total de casos estudiats, la distribucié de les alteracions va ser:

e del(13)(q14.1) 45,2% dels casos
o +12 11,3% dels casos
o 1(14;18)(932;921) 5,9% dels casos
o del(11)(q23) 3,5% dels casos

Si prenem només els casos de LBM-LLC, la distribucié de les alteracions va ser:

e del(13)(q14.1) 30% dels casos
o +12 5,8% dels casos
o 1(14;18)(932;921) 1% dels casos
o del(11)(q23) 2% dels casos
e altres 4,9% dels casos

L’estudi de reordenament del gen BCL2 per FISH es va realitzar en només 17 casos.
Els 3,5% dels casos amb delecié del gen ATM o del(11)(q23) descrits corresponen a 2
casos de LBM-LLC que a més presentaven del(13)(q14.1). Ambdds van assolir els
criteris diagnostics de LLC en 2 anys (21 i 22 mesos). Un d’ells va requerir intervencio
terapéutica per progressi6 a LLC amb criteris de tractament, i el segon per

desenvolupament de AHAL.

No es van trobar casos amb el gen P53 alterat per FISH.

A DESTACAR

e Un 64% de les LBM presentava alteracions citogenétiques, amb predomini clar
de la del(13)(q14.1)
e Es van trobar dos casos (3,5%) de LBM-LLC amb delecié del gen ATM, de mal

pronodstic en LLC
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Evolucié

En el que ateny a la progressio, 66 casos (52,8%) van complir criteris d’evolucié a SLP-
B, 18 dels quals (15%) van requerir tractament. D’aquests, 10 es van tractar per
progressié a LLC. El promig (DE) de limfocits B al diagnostic de pacients amb progressio
a SLP-B va ser de 3.5 x10%L (1.0 x10%L) en front a un 2.6 x10%L (1.1 x10%L) en aquells

que no van progressar, p<0.0001.

Trenta-tres pacients (26%) van ser diagnosticats d’'una segona neoplasia, més
habitualment abans del diagnodstic de LBM. L’interval promig entre el diagnostic de l'altra
neoplasia i el de la LBM va ser de 4,3 anys (DE 3,6). L’'origen més freqlient de la segona
neoplasia va ser: cutani, colorectal i pulmd, seguit de prostata i mama. Quatre casos van
desenvolupar més d’'una neoplasia, dels quals 2 les van presentar tant abans com
després del diagnostic de LBM; un cas va presentar adenocarcinoma de colon,

carcinoma basocel-lular i hepatocarcinoma. Taula 17.

Catorze pacients (11,2%) presentaren una malaltia autoimmunitaria, tant abans (n=7)
com després (n=7) del diagnostic de LBM. Concretament, el diagnostic més frequient va
ser el de AHAI (n=3). Taula 17.
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Taula 17. Segones neoplasies i malalties autoimmunitaries en pacients amb LBM.

Origen de neoplasial/

tipus de MAI Pre-LBM (n)’ Post-LBM (n)? Total
Cutani* 4 3 7
Colorectal 3 2 5
Pulmé 3 2 5
Prostata 2 3 5
Origen desconegut 2 3 5
Mama 3 0 3
Tracte urinari 1 1 2
Hepatocel-lular 1 0 1
Limfoma de Hodgkin 0 1 1
AHAI 1 2 3
PTI 2 0 2
Anémia perniciosa 0 2 2
Fenomen de Raynaud 1 1 2
Polymyalgia Rheumatica 1 1 2
Hipotiroidisme autoimmunitari 0 1 1
Psoriasi | uveitis 1 0 1
MAI desconeguda 1 0 1

MAI, malaltia autoimmunitaria. LBM, limfocitosi B monoclonal. AHAI, anémia hemolitica
autoimmunitaria. PTI, purpura trombocitop&nica immune.

*neoplasies cutanies: 4 carcinomes basocel-lulars, 1 carcinoma escatds, 1 melanoma maligne.
Mediana de temps entre la 22 neoplasia i el diagnostic de LBM: 4,18 anys (extrems 0,02-21,62).
Mediana de temps des de la MAI al diagndstic de LBM: 3,81 anys (extrems 0,00-23,31). 2Mediana
de temps des del diagnostic de LBM a la segona neoplasia: 3,56 anys (0,07-26,02). Mediana de
temps entre el diagndstic de LBM i el desenvolupament de MAI: 6,1 anys (1,42-11,54).

L’estudi molecular del reordenament de la IgH es va realitzar en només 15 dels 129
pacients. Un sol cas presentava un pic oligoclonal (és a dir, que no superava entre 2 i 3
vegades l'algada del segon pic de la linia base). Al contrari del que s’esperava,

corresponia a una ar-LBM.

En la comparacié de pacients amb br-LBM-BR i ar-LBM (llindar de 2 x10°%L), es van
trobar diferéncies en la incidéncia d’infeccio per VHC, que va resultar molt més elevada
en pacients amb br-LBM (30,1% versus 5,8%, p=0,025).
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Sis dels 7 pacients amb infeccié per VHC presentaven el subtipus LBM-LLC. El cas

restant era una LBM amb caracteristiques fenotipiques de LZM, CD5 negatiu.

A DESTACAR

e Un 52,8% de les LBM van progressar a SLP-B, amb una xifra de limfocits al
diagnostic més elevada que els que no van progressar. Només 10 pacients van
requerir tractament per LLC.

e Un de cada quatre pacients (26%) va presentar una altra neoplasia, més
freqlentment abans del diagnostic.

e Un 11,2% dels pacients va presentar MAI abans o després del diagnostic.

e En un de 15 pacients avaluats (7%) es va demostrar oligoclonalitat per biologia

molecular.
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La probabilitat de supervivéncia lliure de progressio (SvLP) als 15 anys va resultar del
28% (interval de confianga [IC] 95%, 16%-40%), amb una mediana de SvLP de 3,8 anys
(IC 95%, 2,6-5,0) (Figura 4). La probabilitat de SLT als 15 anys va ser del 78% (IC 95%,
65%-91%), amb una mediana de SLT de 23,02 anys (IC 95% no calculable) (Figura 5).
La probabilitat de SG als 15 anys va ser del 68% (IC 95%, 55%-81%), amb una mediana
de SG de 16,3 anys (IC 95%, 9,6%-23%) i una mediana de seguiment de pacients vius
de 6,7 anys (extrems 0-15,9) (Figura 6). No es van trobar diferéncies respecte a la
supervivencia global entre els grups de br-LBM i ar-LBM; en canvi, es van trobar
diferéncies significatives en la SvLP, que va ser significativament més elevada al grup
de br-LBM (mediana 7,4 versus 3,1 anys) (p=0,016)

La probabilitat de desenvolupament de segona neoplasia a 15 anys, tenint en compte
per a l'analisi els riscos competitius, va ser del 19% (IC 95% 10%-30%), sense

diferencies significatives entre br-LBM i ar-LBM.

Només es van trobar 5 casos amb menys de 0,5 x10%L limfocits B, pel que I'analisi

comparatiu de LBM-BR i LBM-AR no es va realitzar.
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Figura 5. Probabilitat de supervivéncia lliure de progressié als 15 anys, a la série
global (A) i analisi per separat de br-LBM i ar-LBM (B)
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La supervivéncia lliure de progressio (SLP) a 15 anys va ser del 28% (IC 95% 16-40), amb una
mediana de SLP de 3,8 anys (Cl 95% 2,6-5,0).

br-LBM (n=22) ar-LBM (n=101)
SLP a 15 anys (IC 95%) 32% (0 - 64) 28% (18 - 38)
Mediana SLP (IC 95%), anys 74(21-12,7) 3,1(2,3-3,9)

Es van trobar diferéncies significatives comparant els grups de baix i elevat risc de
progressio (p=0,016).

Figura 6. Probabilitat de supervivéncia lliure de tractament als 15 anys, a la série
global (A) i analisi per separat de br-LBM i ar-LBM (B)
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La supervivéncia lliure de tractament (SLT) a 15 anys va ser del 78% (IC 95% 65-91), amb una

mediana de 23,02 anys.
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br-LBM (n=21) ar-LBM (n=96)
SLT a 15 anys (IC 95%) 90% (77 - 100) 76% (61 - 91)
Mediana SLT (IC 95%), anys No s’aconsegueix 23,0 (no es pot calcular)

No es van trobar diferéncies significatives comparant els grups de baix i elevat risc de
progressio (p=0,739).

Figura 7. Probabilitat de supervivéncia global de la série global (A) i analisi per
separat de br-LBM i ar-LBM (B)
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La supervivéncia global a 15 anys (SG) de la serie global va ser de 68% (IC 95% 55-81), amb

una mediana de 16,3 anys (extrems: 9,6-23,0), i una mediana de seguiment de pacients vius de
6,7 anys (extrems 0-15,9).

br -LBM (n=23) ar-LBM (n=106)
SG a 15 anys (IC 95%) 50% (8 - 92) 73% (61 - 85)
Mediana SG (IC 95%), anys | No s’aconsegueix 16,3 (7,4 — 25,3)

No es van trobar diferéncies significatives comparant els grups de baix i elevat risc de
progressio (p=0,292).

A DESTACAR

e La probabilitat de SLT a 15 anys va ser d'un 78%, i la probabilitat de SG a 15
anys va ser d’'un 68%, sense diferéncies entre els grups de ar-LBM i br-LBM.

e La probabilitat de desenvolupament d’una altra neoplasia a 15 anys va ser del
19%

57



LBM de nou diagnostic

Des de I'any 2008, a rel de la publicacio dels nous criteris de la OMS per al diagnostic
de LLC i altres SLP-B amb el limit de 5000 limfocits B(42), es va comencar a etiquetar

els pacients pertinents com a LBM.

Aquests, perd, no es van comengar a recollir de forma prospectiva fins a I'any 2011,

moment en qué es va comengar el present estudi.

En total, es van recollir 15 casos entre els anys 2011 i 2014 dels quals 14 (93%) es van
diagnosticar de LBM-LLC i el darrer cas de LBM-LLCa. L’edat mediana va ser de 69
anys (extrems 54-88). En aquest grup les alteracions citogenétiques van ser molt més
frequents que a I'estudi retrospectiu: 11 casos (73%) van presentar alteracions a I'estudi
per FISH (taula 18).

Taula 18. Resultats dels estudis per hibridacié in situ fluorescent (FISH) dels casos de
limfocitosi B monoclonal diagnosticats a partir de I'any 2011 (expressats en percentatge

de nuclis amb I’alteracid).

Pacient del(13) t(18;?) t(14;?) del(17) del(11) trisomia
(@143)  (q21;7)  (@3%?)%  (p13.1) (922-q23) 12 %
% % % %
1 0 2 -2 0 0 0
2 19 0 0 0 0 0
3 0 ND ND 0 0 0
4 20 ND ND 0 0 0
5 90 ND ND 0 0 0
6 10 ND ND 0 0 0
7 0 0 0 0 0 55
8 0 44 POS 0 0 43
9 74 0 0 0 0 0
10 0 0 ND ND 0 0
11 0 0 48 33
12 26 0 0 0 0
13 0 ND ND 0 0 0
14 0 0 90 0 0 0
15 25 2 -2 0 0 0

ND, dada no disponible. POS, positiu no disponible numéricament.
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Com era d’esperar per l'elevada freqiéncia del subtipus LBM-LLC, I'alteracié més
frequent va ser la del(13)(q14.3), trobada en 7 casos (46,7%), seguida de la trisomia 12
(3 casos, 20%) i de la translocacio del gen IGH (2 casos, 13,3%, un d’ells traslocat amb
BCL2). Cal destacar un nou cas amb delecié6 de gen ATM o del(11)(q22-923), que
habitualment és molt infrequent en les séries de LBM. En aquest cas, a diferéncia dels
2 casos descrits a I'estudi retrospectiu, que es trobaven associats a del(13), es troba
associat a trisomia 12. En el moment de tancar I'estudi, després de 36 mesos del seu

diagnostic, el pacient no havia progressat a SLP-B.

Cap dels pacients va progressar ni va requerir tractament en tancar I'estudi (mediana de

seguiment de 28 mesos, extrems 0-39). Tampoc va haver-hi cap defuncio.

A DESTACAR

e Un 93% dels pacients de I'estudi prospectiu van ser etiquetats com a LBM-LLC.

e Un 73% de les LBM de [lestudi prospectiu presentaven alteracions
citogenétiques.

e Es va descriure un nou cas de delecié del gen ATM, associat a trisomia del

cromosoma 12 i que no va evolucionar a SLP-B en els 36 mesos de seguiment.
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VHC de nou diagnostic

Es van recollir 160 pacients amb infeccio per VHC utilitzant com a font les sol-licituds de
carrega viral (CV) del VHC realitzades al SIL. A tots ells se’ls va realitzar un estudi de
citometria de flux amb la combinacié d’anticossos monoclonals descrita a I'apartat

“‘métodes” (taula 13).

Mitjancant aquesta metodologia es van diagnosticar 14 LBM (8,75%). L’edat mediana
va ser de 55 anys (extrems 24-73 anys), amb 9 homes i 5 dones. Pel que fa als
diagnostics, 8 (57%) corresponien a LBM-LLC, 5 a LBM-no LLC (CD5 negatiu, 36%) i 1
LBM-LLCa (CD5+) (7%), aquesta darrera amb immunofenotip compatible amb LZM.

El promig de limfocits total al diagnostic va ser de 2029x10%L (DE 979), i el promig de
limfocits B va ser de 360 (358).

Es va poder realitzar estudi citogenétic (FISH) en 5 pacients, resultant normal en tots els
casos excepte un cas d’'un home amb LBM-LZM que va presentar la translocacio del
gen IGH. En no realitzar-se a técnica de cultiu i lectura de bandes G, no es va poder

verificar amb quin altre gen es trobava traslocat.

Respecte a la carrega viral, es va comparar entre el grup en que s’havia detectat una
LBM i el grup que no, per tal de valorar si es tractava d’'un factor de risc per al
desenvolupament d’aquesta. No es va confirmar aquesta associacio, pero es suggereix
una tendéncia a una major CV en els casos diagnosticats de LBM, amb una mediana de
7937521,5 (9411-16554379) versus 1614067 (17-19196327), p=0,098 (figura 8). Per a
aquesta primera analisi, es van excloure els casos amb CV negativa en el moment del
diagnostic de la LBM. Si s’incloien els casos amb CV <12 (considerant aquest valor com
a 0), tampoc es confirmava I'associacié entre apariciéo de LBM i CV més elevada amb
una mediana de 1591185 (0-16554379) de CV a les LBM, versus 151734 (0-19196327)

a la resta (figura 9).
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Figura 8. Representacié de Box and Whisker per a la comparacié carrega viral del VHC

entre els pacients amb LBM i els que no la presenten (s’ha exclos els pacients amb CV

negativa)
20000000 f—
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Figura 9. Representacié de Box and Whisker per a la comparacié carrega viral del VHC
entre els pacients amb LBM i els que no la presenten (s’ha considerat els valors de CV

negativa com a un valor de 0)
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Dels genotips virals la comparacié entre grups és menys fiable, ja que dels que
presentaven LBM associada a la infeccié6 per VHC (n=14), només disposem de 8
genotips. No es confirma I'associacio entre els genotips 1b i 4 (que confereixen pitjor
pronostic als pacient amb infeccié de VHC), amb més desenvolupament de LBM, amb

un valor de X? de 7,0 (graus de llibertat=6, p=0,32, coeficient de contingéncia=0,73).

De nou, la observacio de la distribucié dels subtipus indueix a pensar que en una série
meés representativa aquesta associacié es podria confirmar, tot i que aquesta afirmacio

és molt interpretable (figura 10).
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Figura 10. Distribucié de freqiiéncies dels diferents genotips de VHC al grup de pacients

amb infeccié per VHC que va desenvolupar LBM (A) i el grup que no (B)
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A DESTACAR

e De 160 pacients amb infeccio cronica per VHC (activa o no), es va demostrar
preséncia de LBM en 14 casos (8,75%).

e Ladistribucié dels diagnostics dels 14 pacients amb LBM va ser: 57% LBM-LLC,
36% LBM-no LLC i 7% LBM-LLCa.

¢ No es va trobar associaci6 entre la CV del VHC i la probabilitat de desenvolupar
LBM, encara que es pot interpretar una tendéncia positiva.

¢ No es va trobar associacio entre uns genotips del VHC en concret i la probabilitat

de desenvolupar LBM.
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VII. DISCUSSIO

En la present tesi, es van revisar 547 pacients amb sindrome limfoproliferativa B de
I'arxiu de citometria de flux de I'Hospital Germans Trias i Pujol. Practicament un de cada
quatre (23,5%) es va reclassificar com a LBM. A la primera part de la tesi es realitza una
descripcio de les caracteristiques basals, que inclou les caracteristiques genétiques i el
patré d’infiltracié de moll d’os. El patré d'infiltracié predominant va ser lintersticial. Entre
les troballes més destacables, es descriuen dos casos de delecié del gen ATM, descrits
molt rarament entre les LBM. Respecte a les dades d’evolucio, es descriu una elevada
proporcié de neoplasies secundaries i malalties autoimmunitaries associades, tant en

els casos de ar-LBM com en els de br-LBM.

Centrant-nos més en el detall, cal destacar que les proporcions de LBM-LLC, LBM-LLCa
i LBM-noLLC (80%, 2% i 18%) van ser similars a aquelles descrites a la bibliografia
revisada, amb una certa desviacié cap a una proporcido més elevada de LBM-LLC. La
proporcié descrita de LBM-LLC entre els casos de LBM és d’'un 68-78%, i aquest

percentatge augmenta amb I'edat(3,9,30).

A l'actual revisio, vam observar una associacié més forta entre la infeccié per VHC i el
grup de br-LBM que amb el grup d’ar-LBM, perd aquesta constatacié no és concloent,
ja que només van ser valorables un total de 15 casos. Tot i aix0, la incidéncia del primer
grup va ser més similar a la descrita als articles publicats préviament: Fazi i cols. van

trobar fins a un 28,5% de casos amb infecci6 pel VHC(3,11).

Fins ara, pel nostre coneixement, només hi ha un estudi que descriu amb detall els
patrons d'infiltracié6 de MO a la LBM(79). Nelson i cols. van descriure tres patrons
d’infiltracié a la LBM: infiltracio limfoide focal intersticial (descrita només a LBM-LLC
tipica o atipica), agregats limfoides arrodonits i no paratrabeculars, i limfocitosi difusa

discreta(79,80). En el nostre cas vam descriure, com a patrons més frequents, la
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infiltracié intersticial, infiltracié nodular o focal arrodonida, i el patré mixt en els casos
amb biopsia de MO. A la nostra série, el patro intersticial no es va limitar a LBM-LLC o
a LBM-LLCa, com van trobar Nelson i cols. La abséncia de dades sobre el patrd
d’infiltracié de MO es pot explicar per la naturalesa indolent de la LBM en si mateixa, de

manera que pel seu diagnodstic els metges eviten fer técniques invasives.

Com era d’esperar, en la série revisada las anomalies cromosdmiques van ser les
mateixes que aquelles observades a LLC Rai0. Vam trobar alteracions genétiques en
un 64% de la série global perd només en un 55% en la LBM-LLC (en contrast amb el
80% descrit per a LLC)(42,81). Com a particularitat d’aquesta série, es van trobar 2
casos de LBM-LLC amb delecié del cromosoma 13(q14.1) a més de delecid del
cromosoma 11g. Ambdds van assolir els criteris diagnostics de LLC en 2 anys
aproximadament, requerint tractament. Rawstron i el seu equip(29) van mostrar que
aquestes alteracions cromosomiques de mal prondstic es trobaven presents en petites
proporcions dels nuclis estudiats per FISH (<20%). Un dels pacients de la nostra série

tenia el 55% dels nuclis amb la delecié del gen ATM, i I'altre cas un 10% dels nuclis.

Varis autors han arribat a la conclusié de que I'iinic factor relacionat amb la progressié
de la LLC és el recompte absolut de limfocits. Aquest fet es va confirmar a la nostra
série, on els pacients del grup global que van progressar a SLP-B, van presentar un
recompte absolut de cél-lules B al diagnostic de LBM més elevat que el que van
presentar els pacients que no van progressar. Aquest fet es va constatar prenent
conjuntament tots els subtipus de LBM, el que amplia en part I'evidéncia actual, referida

sobretot al subgrup de LBM-LLC.

La frequéncia de segona neoplasia va ser d’'un 26% en la present série, el que indica
una elevada prevalenga de dos neoplasies concomitants (o pre-neoplasia en el cas de
la LBM d’alt recompte), comparada amb la poblacié general ajustada per edat(82). Com
ja s’ha descrit en LLC, el tipus de neoplasia més frequient en el nostre grup de LBM va
ser el cutani(83,84), perd en aquest cas va ser similar a I'origen colorectal i pulmé. Cal
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destacar que el risc de segona neoplasia va ser el mateix pels grups de ar-LBM i br-
LBM. No s’ha trobat altres articles que explorin les neoplasies associades a LBM. Només
un grup, Rodriguez-Caballero i cols., van descriure la preséncia d’alteracions
relacionades amb sindrome mielodisplasica en pacients amb ar-LBM-LLC(85). Per
aquesta rad, varem pensar que convenia revisar sistematicament la preséncia de

segones neoplasies en pacients diagnosticats de LBM.

S’ha descrit una prevalenga més elevada de limfocits amb immunofenotip de LLC en
pacients amb AHAI i PTI, en comparaciéo amb un grup aparellat per edat(55). Aquesta
constatacié ens podria ajudar a entendre la incidéncia més elevada de malalties
autoimmunitaries (MAI) en la nostra série, comparada amb la de la poblacié general

(17:100 000)(86).

Tenint en compte que la majoria de LLC son monoclonals, és interessant conéixer la
monoclonalitat o oligoclonalitat de les LBM de cara a entendre la seva fisiopatologia, i
en concret en aquest cas, si la LBM representa una LLC indolent o bé un precursor
diferent pre-maligne previ al desenvolupament de la LLC. Lanasa i el seu grup van trobar
que moltes LBM sén oligoclonals, estudiant-les mitjangant FISH i analisi de sequéncia
de les immunoglobulines a cél-lules individuals, i que algunes LBM van demostrar
diversificacio oligoclonal, el que suggereix mecanismes guiats per antigen. Aixi, van
concloure que la LBM-LLC es composa de cel-lules B CD5+ pauci-clonals i amb
potencial de progressido LLC(87). A la nostra serie, que es composa d'un elevat
percentatge de ar-LBM, només un dels escassos casos analitzats va demostrar

oligoclonalitat per biologia molecular.

La maijoria dels nostres pacients va evolucionar a LLC o altres SLP-B amb una mediana
de SLP de 3,8 anys, amb diferéncies significatives entre ar-LBM i br-LBM. Pocs casos
van requerir tractament. Respecte a la SG d’'un 68%, i considerant tots els subgrups

diagnostics, els nostres resultats concorden amb les dades publicades. Keutgens i cols.
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van referir un risc de mortalitat de 10 — 20% a la ar-LBM (supervivéncia a 5 anys del

45% a LBM-LLCa, 69% a LBM-LLC i 57% a LBM-no LLC)(11).

La principal limitacié de I'estudi és el fet de ser retrospectiu, i la limitaci6 de dades
disponibles en molts dels pacients. Malgrat I'extensiu seguiment, la manca de dades,

especialment citogenétiques, no permet treure més conclusions.

Resumint, amb I'estudi retrospectiu presentem una série de pacients representativa d’'un
hospital de tercer nivell, reclassificant quasi un quart dels pacients diagnosticats
previament de LLC. La majoria de LBM tenia marcadors compatibles amb LLC, i
I'alteraci6 citogenética més freqlient va ser la del(13)(q14.1). En destaquem una elevada

taxa de progressio (per sobre del 50%) dels quals un 15% va requerir tractament.

Introduim alguns esdeveniments que poden tenir lloc durant I'evoluci6: una segona
neoplasia, el que pot succeir amb una frequéncia inesperadament alta (26%), i una

incidéncia de MAI associada d’un de cada 10 pacients.
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VIIl. CONCLUSIONS

Es presenta una serie representativa de pacients amb LBM, d’'un hospital
de tercer nivell, reclassificant com a minim un quart dels diagnosticats

préeviament de SLP-B.

La majoria de las LBM tenia marcadors compatibles amb LLC, essent
I'alteracio citogenética més frequent la del(13)(q14.1). Es va observar una
elevada taxa de progressio (per sobre del 50%), uns 15% dels quals van

requerir tractament.

Es descriu una elevada taxa de segona neoplasia, afectant el 26% dels

casos de LBM, i una incidéncia de MAI d’'un de cada 10 pacients.
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