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Hodgkin B es un signo de mal prondstico y el diagndstico se realiza

mediante técnicas como la citometria de flujo (CMF) y la citologia

convencional (CC). Objetivo: Evaluar la frecuencia de compromiso

de LCR en LNH-B por ambas técnicas en un hospital publico. Ma-

terial y métodos: Se analizaron 97 muestras de LCR pertenecientes

a 70 pacientes, 71% de sexo masculino, con una mediana de edad

de 56 anos (18-85 anos), con diagnostico de LNH-B y alto riesgo de

infiltracion de acuerdo a criterio médico. La mayoria fueron pacientes

de nuevo diagndstico (89%), con linfoma difuso de células grandes

B (60%), etapa Ann-Arbor IlI-1V (77%). En 67 muestras (69%) se .

realizo en forma simultanea CC y CMF. Resultados: De las muestras ﬁig',if;;_.z,g,Lf;ﬁf;ﬁf;&?
analizadas por CMF, un 99% fueron valorables, mientras que por CC

s6lo un 67% (p<0,05). Globalmente, un 25% de las muestras, mos-

traron infiltracion por CMF, mientras que por CC un 18% (p<0,0001).

Cuarenta y cuatro muestras fueron valorables y analizadas por CC

y CMF, encontrandose similar frecuencia de casos positivos (27%),

2/3 de los cuales fueron por solo una de las 2 técnicas. Por CC y/o

CMF se encontrd infiltracion en 28% de Linfoma difuso de células

grandes B. Conclusiones: Se detecté una mayor proporcion de casos

de infiltracion por CMF que por CC. La CC en muestras valorables es

complementaria a la CMF.
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ABSTRACT

Cerebrospinal fluid (CSF) involvement in B cell non-Hodgkin lym-
phomas is a poor prognostic sign and diagnosis is made using te-
chniques such as flow cytometry (FCM) and conventional cytology
(CC). Aim: To evaluate the frequency of CSF involvement in B-NHL
by both techniques in a public hospital. Material and methods: 97
CSF samples were analyzed in tubes with cell preservative belonging
to 70 patients, 71% male, median age 56 years (18-85 years), with a
diagnosis of B-NHL and risk of infiltration according to medical criteria.
Most were patients from new diagnosis (89%), diffuse large B cell
lymphoma (60%), and Ann-Arbor stage IlI-1V (77%). In 67 samples
(69%), CC and CMF were performed simultaneously. Results: Of the
samples analyzed by CMF, 99% were valuable, while by CC, only
67% (p<0,05). Globally, 25% of the samples showed infiltration by
CMF, while 18% by CC (p<0,0001). Forty-four valuable samples were
evaluable and analyzed by CC and CMF, finding a similar frequency
of positive cases (27 %), with two-thirds positive only by CC or CMF.
Positive samples in diffuse large B cell lymphoma were 28% by CC
and/or CMF. Conclusions: A higher proportion of infiltration cases
were detected by CMF than by CC. In valuable cases, CC comple-
ments CMF.

Keywords: Cerebrospinal fluid; Flow cytometry; Non Hodgkin Lym-

phoma.

El compromiso del liquido cefalorraquideo
(LCR) en linfomas no Hodgkin B (LNH-B) es mas
frecuente como proceso de diseminacién secun-
daria en variedades agresivas y es un marcador
de mal prondstico, especialmente en las recaidas'.
Se produce al diagnéstico o durante la evolucién
de la enfermedad y tiene presentacion clinica
variable, pudiendo diagnosticarse también en
pacientes asintomdticos**. Esto lo diferencia de
lo que ocurre en invasién meningea por tumores
sélidos, en los cuales hay una mayor proporcién de
casos que acontecen en pacientes con enfermedad
avanzada y sintomas atribuibles al compromiso
neurolégico, especialmente con compromiso
radicular o espinal*®.

El diagnéstico de esta complicacion se rea-
liza en forma dirigida en pacientes que poseen
factores de riesgo conocidos o que presentan
sintomas neurolégicos, mediante imagenes como

la resonancia nuclear magnética junto al analisis
de LCR o humor vitreo mediante técnicas como
la citologia convencional (CC) y la citometria de
flujo (CMF)®. La biopsia no siempre es posible de
realizar, debido a que menudo representa un riesgo
por localizacion de las lesiones y el riesgo asociado
a la intervencién quirdrgica’. La CC posee menor
complejidad técnica, puede complementarse con
inmuno-histoquimica y tiene menor coste, sin
embargo, es menos sensible que la CMF y reporta
con mayor frecuencia muestras acelulares o no
valorables. La CMF favorece la adquisicion de una
mayor cantidad de eventos y permite el analisis
simultaneo de una mayor cantidad de parametros,
lo que aumenta su sensibilidad®.

En este trabajo nos propusimos revisar la con-
tribucion de ambas técnicas en el diagnéstico de
diseminacion meningea de pacientes con linfoma
No Hodgkin B.
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Material y Métodos

Se obtuvo de la base de datos del laboratorio
de citometria de flujo del Hospital “Dr. Guillermo
Grant Benavente” (HGGB) informacion de 97
muestras de LCR pertenecientes a 70 pacientes,
71% de los cuales fueron de sexo masculino,
con mediana de edad 56 anos (18-85 afos) en
el periodo comprendido entre enero de 2014 a
diciembre de 2018. Las muestras fueron obtenidas
mediante puncién lumbar en tubos acondicionados
con EDTA y estabilizante celular (Transfix®). El
inmunofenotipo por citometria de flujo se realiz6
con panel de 8 colores, siguiendo el protocolo
publicado por el consorcio EuroFlow®. En todos
los casos se incluyé CD14 (APC o APC-H7) para
identificacion de monocitos, CD3 (APC o APC-
H7) para la identificacion de linfocitos T, CD19
(PE-Cy7) para la identificacién de linfocitos B y
cadenas ligeras Kappa (PE) y Lambda (FITC) para
evaluacion de clonalidad linfoide B. Se considerd
como poblacién a la agrupacién definida de al
menos 5 eventos con fenotipo similar. En 67
muestras (69%) se realiz6 en forma simultanea
citologia convencional. La adquisicién se realizé
en citometro FACSCantoll® mediante software
DIVA (BD Biosciences, San José, California). El
andlisis de citometria se realiz6 mediante soft-
ware Infinicyt® (Cytognos, Salamanca, Espafa).
El estudio conté con la aprobacién del comité de
ética del Servicio de Salud Concepcion.

Andlisis estadistico

Los datos categéricos fueron presentados como
mediana, n y porcentajes y los datos numéricos
como mediana y rango. Se utilizé la prueba de
%* para analizar diferencias entre variables ca-
tegéricas y t de Student y U de Mann-Whitney
para variables numéricas. El andlisis estadistico
se realizd con software estadistico SPSS, consi-
derando significativa una p<0,05.

Resultados

Las muestras fueron principalmente proceden-
tes de pacientes de nuevo diagnéstico (89%) y
en etapa Ann Arbor llI-1V (77%). Los principales
tipos histologicos fueron linfoma difuso de células
grandes B (60%), linfoma folicular (9%) y linfoma
del manto (17%). El criterio para la indicacién de
la puncién lumbar y toma de la muestra de LCR
fue la ubicacion del tumor primario contigua
al sistema nervioso central (ej: peridural, anillo
de Waldeyer) (38%), compromiso extranodal o
de médula 6sea (29%), histologia (linfoma de
Burkitt o linfoma del manto) (23%) y sintomas
sugerentes de compromiso de sistema nervioso
central (10%) (Figura 1).

De las muestras analizadas por CMF, un 99% fue-
ron valorables, mientras que por CC un 67% (p<0,05)
(Tabla 1). La infiltracién por células linfoides B clonales
se observo globalmente en 25% de las muestras por
CMF y 18% por CC (p<0,0001) (Figuras 2 y 3).
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Figura 1: Indicaciones para obtencion de muestra mediante puncién lumbar en pacientes con linfoma No Hodgkin (n= 97).
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Del total de muestras analizadas por CMF y
CC (n= 67), se obtuvo 44 muestras valorables.
Si se consideran sélo estas muestras, la CMF y
la CC presentan similar sensibilidad (p=NS), sin
embargo, se pierde un 25% de los resultados. En
8 casos de CC+ no se detectd células clonales
por CMF y en similar nimero de casos hubo

Tabla 1. Proporcién de muestras valorables y no
valorables por citometria de flujo (CMF) y citologia
convencional (CC) (n= 67).

deteccion de células clonales sélo por CMF
(Tabla 2).

Las muestras que fueron positivas por ambas
técnicas tuvieron en promedio 2,4% de infiltra-
cién. En la poblacion de pacientes con linfoma
difuso de células grandes B se observd infiltracion
por una o ambas técnicas en 28% de los casos.
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Figura 2: frecuencia global de muestras de LCR positivas
para infiltracién por linfocitos B clonales mediante citometria
de flujo (CMF) o citologia convencional (CC).
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Figura 3: Histograma dot plot bivariante de LCR positivo para infiltracion por células clonales B con restriccion de expresion
de cadena ligera Kappa (en rojo) en paciente con compromiso secundario por Linfoma No Hodgkin B.
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Tabla 2. Frecuencia de hallazgos positivos para infiltracion entre muestras valorables analizadas por
citometria de flujo (CMF) y citologia convencional (CC) (n= 44).

CMF+ CMEF-
CC+ 8 12/44 (27 %)
CC- 24 32/44 (72%)
12/44 (27%) 32/44 (72%)
Discusion linfomas agresivos, principalmente linfoma difuso

El presente estudio demuestra que para el
diagnéstico de compromiso de LNH-B en LCR, la
CMF y la CC son técnicas Utiles para la practica
clinica. La deteccién de células tumorales en el
LCR puede ser complejo debido a la escasez de
células de la muestra, presentandose recuentos
celulares normales en cerca de la mitad de los
casos. Otros factores confundidores son la con-
taminacion de la muestra con sangre periférica,
la mala viabilidad del LCR y el escaso volumen
de la muestra obtenida'’.

La frecuencia de infiltracién de LCR en LNH-
B descrita en la literatura es dependiente de la
técnica utilizada. La CMF detecta un rango de
0.01%-99% de células neoplasicas y diversos au-
tores describen una frecuencia de infiltracion por
esta técnica de 22-73%, en estudios que incluyen
en su mayoria pacientes de nuevo diagnéstico**®.
Por su parte, la CC diagnéstica infiltracion con un
punto de corte a partir de 5-20% y por ende tiene
menor sensibilidad, describiéndose frecuencias de
infiltracion de 2-32%, que equivale a aproxima-
damente un tercio de los diagnésticos realizados
por CMF*"". En nuestro estudio, las frecuencias
de infiltracion globales fueron de 25% por CMF y
18% por CC, similares a las descritas en la litera-
tura. La mayor sensibilidad descrita para la CMF
en nuestro caso no se comprob6 al analizar sélo
las muestras valorables, lo que unido al hecho
de que hubo muestras positivas diagnosticadas
s6lo por CC, refuerza el valor diagnéstico de
esta técnica realizada como complemento a la
CMF. El compromiso de SNC es mas frecuente en
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de células grandes, describiéndose frecuencias
de infiltracion aproximada de 20-30%, similares
a las descritas en nuestra serie?*%.

Los pacientes que son asintomdticos para
compromiso del SNC, se presentan en su mayoria
como negativos para infiltracién por CC'y positivos
por CMF, tienen bajos recuentos celulares y bajos
porcentajes de células tumorales en LCR. La CMF
es Gtil para la deteccién temprana de células tu-
morales en LCR antes de la aparicion de sintomas
clinicos'. Al respecto, autores como Sancho et
al han demostrado el valor pronéstico de esta
condicion, describiendo una mayor frecuencia de
recaida del SNC y una menor sobrevida a largo
plazo en pacientes con compromiso del LCR por
CMF con o sin CC+ luego de una mediana de
seguimiento de 20 meses'>. En nuestra serie la
mayoria de los casos carecieron de manifestaciones
clinicas al momento del diagnéstico.

En los dltimos anos, nuevas herramientas
diagnésticas como los niveles de CD19 soluble
en LCRy la bisqueda de DNA libre circulante de
células tumorales de linfoma en LCR y plasma, se
vislumbran como herramientas diagnésticas mas
sensibles que la CMF para el diagnéstico precoz
de la invasién leptomeningea de LNH-B".

Entre las limitaciones de nuestro reporte se
encuentran el caracter retrospectivo y unicéntrico
del estudio lo que puede no reflejar la realidad
de todos los hospitales publicos del pais. Por
otro lado, las indicaciones de toma de muestra
fueron a criterio del médico tratante y no necesa-
riamente de acuerdo a lo propuesto por algunos
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consensos, como el IPl del SNC, que refuerza el
mayor riesgo de diseminacion de LCR asociado
al compromiso extranodal de algunos sitios como
rinén y glandulas suprarrenales'.

Conclusiones

En el estudio de la invasién del LCR por linfo-
mas no Hodgkin B, técnicas diagndsticas como la
CMF y la CC permiten un diagndstico oportuno,
aln en pacientes asintomaticos. A pesar de que
la CMF tiene mayor sensibilidad que la CC, se
recomienda el empleo de ambas técnicas en
forma simultanea.
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