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Presentacion

Xavier Matias-Guiu Guia
Presidente de la SEAP

Es para mi un placer escribir la presentacion del Libro Blanco de la SEAP 2021. En primer lugar,
agradecer a Esther Rosell6 por la coordinacion del mismo. Me consta el trabajo y esfuerzo que supone
aglutinar estos manuscritos, que abarcan un nimero importante y variado de temas, como la historia
de la SEAP, con referencia a importantes figuras de la Patologia Espafiola, la Patologia Digital, con las
perspectivas de la Inteligencia Artificial, el impacto de la secuenciacién masiva en nuestra practica,
una actualizaciéon sobre integracién de resultados fenotipicos y moleculares en los procesos
neoplasicos linfoides, recomendaciones del grupo de Patologia Digestiva y de la Sociedad Espanola
de Citologia. El volumen termina con las recomendaciones del grupo de trabajo de Gestion Aplicada 'y
Calidad de la SEAP sobre bioseguridad en nuestros servicios, con el objetivo de adaptarnos a la
situacion pandémica y post-pandémica. También resaltar la contribucién de los técnicos de anatomia
patolégica. Enhorabuena a todos los participantes.

Al examinar este volumen, inmediatamente vienen a mi mente recuerdos de presentaciones del
Libro Blanco en los sucesivos congresos de la SEAP, desde su presentacién inicial como curso
precongreso en el Congreso de Mélaga de 1997. Por supuesto, el recuerdo a José Antonio Giménez
Mas, que lo hizo resurgir en 2009. José Antonio fue un profesional de altisimo valor, al que echamos
mucho de menos. También es de justicia hacer un reconocimiento publico a Isabel Guerra, por los
anos que en que ha tenido la labor de generar sucesivas actualizaciones del Libro Blanco, desde 2015
hasta 2019. Isabel, gran profesional y persona ha pasado el testigo a Esther, en esta edicion. Aunque
Isabel ha dejado sus responsabilidades asistenciales hace pocos meses, esperamos contar con su
opinion y ayuda en las sucesivas ediciones del Libro Blanco, en las que actualizaremos la encuesta,
que generamos con regularidad, sobre aspectos profesionales de nuestra especialidad.

De nuevo, gracias a Esther, y a todos los que han contribuido en esta edicion.
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Introduccion

Esther Rosell6 Sastre
Coordinadora

Aqui tenemos un nuevo volumen del Libro Blanco, con actualizacion de temas asistenciales, que
nos ocupan y preocupan la mayor parte de nuestra jornada laboral, y de otros temas mas transversales
que nos convierten en patélogos y técnicos mas humanos y conocedores de la historia de nuestra
sociedad cientifica (al que hace referencia el capitulo de la historia de la SEAP).

Los temas tratados en este volumen nos impulsan hacia el futuro, con una visién de lo que pueden
y deben llegar a ser nuestros servicios de anatomia patolégica (con un capitulo dedicado a la
inteligencia artificial aplicada a la patologia y otro capitulo dedicado a la implementacién de técnicas
moleculares de NGS en nuestros centros).

Dentro de los temas asistenciales, contamos con la actualizacidon del mundo de los linfomas, de la
patologia neoplasica gastro-intestinal, de las recomendaciones para mejorar la calidad de la citologia
en su conjunto (primer capitulo elaborado integramente por los técnicos), y para mejorar la calidad
diagnéstica de la citologia tiroidea en particular, mediante la implementacién del Sistema Bethesda.

En esta edicién, contamos con un capitulo muy especial que coincide con la pandemia de Covid-
19: un capitulo dedicado a mejorar nuestros centros y nuestro método de trabajo con el fin de
minimizar el riesgo de contagios. Queda finalmente un capitulo que nos servird de base para
desarrollar un sistema de cuantificacion de la carga laboral de los TSAPyC en nuestros centros, al que
estdis todos invitados a participar, para que sea lo mas universal posible.

Esta vez el Libro Blanco se publica sélo en formato electrénico, estando asi disponible para todos
desde la pagina web de la SEAP. Prescindimos del papel, para adaptarnos a los tiempos y contribuir a
preservar el planeta.

Nada de esto hubiera sido posible sin el trabajo de un buen grupo de compaferos, patélogos y
técnicos, que se han esforzado por actualizar y hacer comprensibles para todos los no expertos, los
temas que conocen muy a fondo. Agradecemos su colaboracién y desde ya os animamos a todos a
seguir preparando nuevos capitulos para la edicién 2023, porque «tempus fugit».

Y mi mayor agradecimiento para Isabel Guerra, mi predecesora, mi mentora y siempre
colaboradora, y para Jordi Temprana, que le ha dado agilidad y juventud al proyecto. Sin olvidar por
supuesto a nuestro presidente, Xavier Matias, que ha creido en el proyecto y nos ha dado todas las
facilidades para poder llevarlo a cabo.
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(GRUPO DE TRABAJO DE HISTORIA DE
LA PATOLOGIA DE LA SEAP






Origenes y antecedentes de la Sociedad
Espanola de Anatomia Patoldgica

Luis Alfaro
Coordinador del Grupo de Trabajo de Historia de la Patologia de la SEAP

La edicién de 2013 del libro blanco de la Sociedad Espanola de Anatomia Patolégica (SEAP),
recoge un trabajo de uno de sus mas destacados miembros, el Dr. Juan Domingo Toledo y Ugarte, que
trata de poner orden en la lista histérica de socios. Como él indica: «Las sociedades humanas se
fortalecen recordando sus origenes» [1]. Mas de 60 anos después de la fundacién de la SEAP,
volvemos a recordar aquellos tiempos iniciales, tras intentar localizar fotografias de los socios
fundadores que nos proporcionen una memoria grafica. Algunos son muy conocidos por su continua
vinculacién con la SEAP, y por su relevancia cientifica, pero otros son casi desconocidos, por tener a la
Patologia como actividad secundaria, por el abandono de la misma o por su temprano fallecimiento.
Al margen de las fuentes bibliogréficas tradicionales, hemos tenido ocasién en los ultimos afos de
hablar personalmente con alguno de los socios que tenian recuerdo directo de la fundaciéon de la
SEAP. Aquellas conversaciones, ademas del valor histérico de recoger aquello que solo ellos vivieron,
resultaron una vivencia extremadamente entrafiable y emotiva y no hacen sino poner de manifiesto la
gratitud y homenaje que les debemos, por todo lo que nos enseflaron y por su continua lucha en el
progreso y la defensa de nuestra Patologia.

El 26 de octubre de 1959 se relinen en Madrid, en la sede del Instituto Cajal y constituyen una junta
directiva interina de la Sociedad Espafola de Anatomia Patolégica los doctores: Julidn Sanz Ibafez,
como presidente; Angel Valle Jiménez, como secretario; Julio Rodriguez Puchol como tesorero; y
Manuel Morales Pleguezuelo, Juan Manuel Ortiz Picon y Luis Zamorano Sanabra, como vocales [2].

Las primeras actas constan manuscritas en un libro y firmadas por el secretario Angel Valle. Sin
embargo, la primera acta tiene una version mecanografiada con la misma fecha, firmada por el
presidente y el tesorero, en la que se expresa la autorizacién del Ministro de la Gobernacién para la
constituciéon de la Asociacion e incluye los siguientes asistentes: Julidn Sanz Ibanez, José Manuel Ortiz
Picon, Manuel Morales Pleguezuelo, Julio Rodriguez Puchol, Juan Dominguez Gil, Horacio Oliva
Aldamiz, Luis Zamorano Sanabria (sic), Maria Teresa Hidalgo Martinez, Angel Valle Jiménez y Carlos
Lindn Olmos (afladido a mano). Se relacionan los cargos electos de la junta directiva:

Presidente: Dr. J Sanz Ibafez
Vicepresidente: Dr. J. Sdnchez Lucas
Tesorero: Dr. J. Rodriguez Puchol
Secretario: Dr. A. Valle Jiménez
Vocal 1°: Dr. M. Morales Pleguezuelo
Vocal 2¢: Dr. L. Zamorano Sanabria
Vocal 3°: Dr. J.M. Ortiz Picén

Vocal 4°: Dr. M. Pérez Lista
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Figura 1. Primera junta directiva de la SEAP 1959-1960.

Julian Sanz Ibanez (presidente); Julio Garcia Sanchez Lucas (vicepresidente), Angel Valle Jiménez
(secretario); Julio Rodriguez Puchol (tesorero). Manuel Morales Pleguezuelo (vocal 1°); José Maria Ortiz
Picon (vocal 2°); Luis Zamorano Sanabra (vocal 3°); Manuel Pérez Lista (vocal 4°).

Los acuerdos de esa primera junta son: 1) enviar boletines de inscripcidon para reclutar nuevos
asociados; 2) ponerse en relacion con todas las sociedades internacionales de anatomia patolégica; 3)
enviar a los medios de comunicacion la noticia de constitucién de la sociedad, 4) Invitar al acto de
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inauguracion de la Sociedad a los doctores Maraién, Jiménez Diaz y Vara Lépez (haciendo un oficio a
la comisaria de policia).

La sesion inaugural se celebré el 10 de mayo de 1960 en la sede del Instituto Cajal en la calle
Velazquez 138 de Madrid con la Intervencion de: 1) Prof. Vara Lopez: «Relaciones entre la Cirugia y la
Anatomia Patoldgica»; 2) Prof. Jiménez Diaz: «Relaciones entre la medicina interna y la anatomia
patolégica»; y 3) Prof. Sanz Ibafez: «Significacién y finalidad de la Sociedad Espafola de Anatomia
Patoldgica» (acta 2). El anuncio del acto quedé recogido en la prensa madrilena [3]. Las conferencias
fueron grabadas por la empresa Infordisco pero en la siguiente reunién de la SEAP, el 3 de junio de
1960, se deniega la adquisicién de las mismas (acta 3). La siguiente reunién de la junta directiva
celebrada el 7 de julio de 1960, fija la fecha de la primera Asamblea General de la SEAP para los dias 23
y 24 de septiembre de ese afio, en la que propone la aprobacién del reglamento de la sociedad y la
eleccion de los cargos definitivos de la junta directiva (acta 4). Las siguientes actas recogen, ademas
de acuerdos administrativos, las primeras comunicaciones cientificas. En la reunién de 28 de octubre
de 1960 (acta n°6) se acuerda dirigirse al presidente del Colegio Oficial de Médicos, para que incluya
en la lista de especialidades, la de Histopatologia (en la denominacién de la época) para las entidades
del seguro libre. El 18 de noviembre de 1960 (acta 7) se acuerda reducir la cuota mensual de la SEAP a
25 pesetas, desde las 50 inicialmente estipuladas. En la reunion de 22 de junio de 1961 (acta 12) se
trata sobre la posible Federacién con la Sociedad de Analisis Clinicos. En 30 de octubre de 1961 (acta
13) se planted el problema de si se debian o no firmar los informes falsos que piden a veces los
familiares de los enfermos. Se aprobd que se podria hacer un informe falso, incluso con el nombre del
patdlogo, pero sin firmarlo. Este tema vuelve a tratarse en la reunién de 26 de marzo de 1962 (acta17)
a propuesta del Dr. José Gomez Sanchez. En 30 de noviembre del 1962 (acta 22) se plantea la posible
convalidacién de los titulos de analisis clinicos y anatomia patolégica. El presidente propone consultar
al Ministerio o a la Facultad si la peticion de titulo oficial debe ser nominal e individual o a propuesta
de la Sociedad. Los dias 22, 23 y 24 de abril de 1963 (acta 25) se celebra en Salamanca el Primer
Congreso Nacional (figura 2), organizado por el Prof. Zamorano. En la Asamblea anual se traté de
nuevo la posible federacion con la Asociacion de Analisis Clinicos y Hematologia. Se elige Santiago de
Compostela para acoger al Il Congreso en 1965; y se propone conseguir tumores modelo para hacer
preparaciones y enviarlas a los asociados que las soliciten. El 21 octubre de 1963 (acta 26) se celebra el
funeral por el presidente Julidn Sanz Ibafnez, conjuntamente con la Sociedad de Citologia, seguida por
una sesién necrolégica en el Instituto Cajal, con la Intervencién de los Profs. Sdnchez Lucas, Valle y
Montalvo. Se procede a elegir al Prof. Luis Zamorano como nuevo presidente.
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Figura 2. Primer Congreso SEAP. Salamanca 1963.

De izquierda a derecha: No identificado, Luis Zamorano Sanabra, Julidn Sanz Ibdfez (de pie), Alfonso
Balcells Gorina (Rector U. Salamanca), Fernando Cuadrado Cabezén (Decano F. Medicina), Julio Garcia
Sanchez Lucas.

El 17 de enero de 1964 (acta 27) el presidente informa sobre las gestiones con el Seguro de
Enfermedad para que en todas las residencias hubiera un anatomopatélogo, ya que solo estan donde
hay facultad de medicina, siendo entonces el encargado el catedratico de la asignatura. Se propone
que en todos los hospitales se creen jefes de servicio de anatomia patoldgica, que al mismo tiempo
podrian ser los de las residencia del seguro. En 30 de noviembre de 1964 (acta 30) se celebra sesion
necrolégica por el Dr. Rodriguez Pérez (vocal de la Sociedad). El presidente informa sobre las
gestiones realizadas en Salzburgo para la constitucion de la Sociedad Europea de Patolégica. En
Santiago de Compostela durante el Il Congreso Nacional se celebra el 9 de mayo de 1965 (acta 32)
asamblea para elegir nueva Junta Directiva. Se acordd elegir 2 vocales de Madrid y 2 de provincias. El
Prof. Zamorano contintia como presidente. El Prof. Bullon es elegido vicepresidente, como tesorero es
reelegido el Dr. R. Puchol, y como secretario fue elegido el Dr. Anaya. Los Vocales electos fueron los
Dres. Oliva Aldamiz, Valle Jiménez, Toledo Ugarte y Herranz Rodriguez. En 24 de mayo de 1965 (acta
33) se informa de la peticion al Ministerio de Educacion del cambio de nombre del titulo de
especialista en histopatologia por el de anatomia patolégica. El Dr. Zamorano propone que se estudie
la posibilidad de crear una revista de la Sociedad. En 23 de julio de 1965 (acta 34) se propone la
posibilidad de separar las cdtedras de anatomia patoldgica e histologia. Por no existir unanimidad el
problema queda sobre la mesa. La Junta directiva comisiona a los Dres. Zamorano y Oliva para
estudiar el problema de la revista. Se nombran socios representantes en provincias: Dres. Manuel Alejo
Pedrero en Badajoz; Aguirrezabal en Vitoria; Sdez Marrero en Las Palmas; Ibafiez Cepero en Valladolid;
Garcia Rodeja en Ledn; Garcia Arroyo en Caceres; Sdnchez Lucas en Barcelona; Garcia Sanz en Oviedo;
Herrero Zapatero en Oviedo; Llombart Bosch en Valencia; Llorca Lledé en Alicante, Manzanares Puerta
en Logrofo; Martinez Pérez en Zaragoza; Oliva Priego en Santander; Rodriguez Bermejo en Murcia;
Sard Oliver en Mallorca; Varela Nufez en Santiago; Vigil Menéndez en Gijén, Fernandez Grassi en Vigo,
Ortiz Picdn en Granada.
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En 24 de noviembre de 1967 (acta 40) se aprueban las gestiones para la aparicién de la revista de la
Sociedad y su denominaciéon como «Patologia», el contrato con el editor, la aparicién trimestral y la
subida de la cuota anual de socio a 800 pesetas. Se aprueba nombrar al Dr. Anaya como director de la
revista y un comité de redaccion compuesto por los Dres. Carrato, Escalona, Herranz, Llombart y
Navarro. Se planea un homenaje a los doctores Fernando de Castro y Carlos Jiménez Diaz. En 7 de
mayo de 1969 durante el lll Congreso Nacional en Pamplona se celebra asamblea (acta 41). El Dr.
Anaya es confirmado director de la revista. El Dr. Galera propone que la Asamblea se pronuncie contra
los contratos de patélogos en la Seguridad Social. Pide crear un comité que estudie el problema y
emita un juicio de aprobacion o rechazo de la idoneidad de cada patélogo designado para puestos de
la Seguridad Social. El Dr. Anaya duda que la Seguridad Social acepte y el Dr. Toledo opina que debe
hacerse publicidad suficiente de las plazas, pero que la Seguridad Social tiene derecho a asignar los
nombramientos.

Desde la creacidn de la revista Patologia en 1968 se reflejan en ésta, al menos parcialmente, las
reuniones, asambleas y acuerdos de la Junta Directiva [4].

En el afo 1959 la SEAP tiene como inscritos a 18 miembros. En el afho 1960 se alcanzan 50
miembros y con las primeras inscripciones de 1961 se completan los 57 socios considerados
fundadores de la SEAP [5], y a los que se expidi6 diploma acreditativo. Estos diplomas estan fechados
en 6 de noviembre de 1961 y firmados por el secretario Angel Valle, el presidente Julian Sanz y el
tesorero Julio Rodriguez Puchol. (figura 3).

Figura 3. Titulo de socio fundador del Dr. Juan Domingo Toledo y Ugarte de 6 de noviembre de 1961.

Sociedad Espanola

#natomia Patoldgica

Titulo de Socio
SFundador

Don ‘Z‘”""@W Cotedr
se acredita por este titulo como miembro de la &mﬁoh
dc @natomia Patolégica, con todos los derechos reglamentarios.

Madrid, 6 de  Noviembre e 961,

En un principio la Sociedad era netamente madrilefa y con un peso principal de cétedras y
universidades, ligada también a los escasos hospitales existentes en los primeros afos 60. Llevé
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décadas alcanzar la distribucidon geogréfica actual y el predominio de socios vinculados a la asistencia
hospitalaria.

La relacion completa de socios fundadores esta recogida en la pagina web del GT de Historia de la
Patologia de la SEAP:

https://arhipa.org/f.html

Los primeros miembros de las juntas directivas de la SEAP tienen un nexo comun de una
formacion consolidada en el extranjero gracias a las becas de la Junta de Ampliacién de Estudios (JAE).
Esta institucién, desde su creacion en 1907 y hasta su desaparicidon por la guerra civil, aporté un
inmenso beneficio a la sociedad espanola, pensionando estudiantes, investigadores y profesores de
todos los dambitos de la ciencia y las humanidades, y esta labor fue presidida por Cajal hasta su muerte
y ejecutada por Castillejo, como secretario y otros miembros vinculados a la Institucién Libre de
Ensefanza. El prestigio de Cajal allanaba las dificultades para conseguir los fondos necesarios, y es
otro de los grandes méritos que le debemos, quizd menos recordado que sus aportaciones en
investigacion.

Ademas, esa primera junta de la SEAP de 1959 es también una reunién de amigos con objetivos
comunes. La iniciativa corresponde Julidn Sanz como titular de la catedra madrilefa de anatomia
patologica y como director del Instituto Cajal. Sdnchez Lucas habia competido contra él en las
oposiciones de 1940, pero con cordialidad (en una época en que las «trincas» eran un espectaculo
brillante y a veces sarcastico y cruel, que llenaba de espectadores las sesiones); y un afo después con
Sanz en el tribunal, obtenia Sanchez Lucas la catedra de Barcelona. Angel Valle era discipulo de Sanz
Ibdfhez, de Pérez Lista y de Morales Pleguezuelo. Morales acude a esa primera junta con sus dos
discipulos M.2 Teresa Hidalgo y Horacio Oliva. No estd en ella Pérez Lista, aunque es elegido vocal,
pero si esta Juan Dominguez, su colaborador en el Hospital Provincial.

Fernando de Castro, miembro de la Sociedad, era reconocido por todos como la mayor
personalidad cientifica de la época y aunque no se implicé directamente en la organizacién ni gestién,
(si asistio al segundo Congreso en Santiago presentando la ponencia oficial), su prestigio y apoyo se
extendian a prestigiar la incipiente Sociedad.

JULIAN SANZ IBANEZ

Julidn Sanz Ibdfez, nacié en Zaragoza en 1904 donde estudia medicina y es alumno interno con
Pedro Ramén y Cajal. Acude a Alemania en 1929 al laboratorio de Albert Fischer, gracias a una ayuda
de la Facultad de Medicina de Zaragoza, a trabajar en cultivo de tejidos. Habia sido becario del
Laboratorio de Fisiologia Cerebral del Instituto Cajal, bajo la direccién de Gonzalo Rodriguez Lafora; y
se incorpord a la Unidad de Cultivo de Tejido de Instituto Nacional de Higiene, apoyado por Tello. Al
ano siguiente solicita ayuda para volver y es pensionado por la JAE, trabajando en el Instituto de
Neurologia de la Universidad de Viena con el profesor Marburg y en la Unidad de Anatomia Patoldgica
con el profesor Pollak [6]. Acorta su estancia ante la grave enfermedad de su padre y posterior
fallecimiento. En 1934 se hace cargo en departamento de Histopatologia, de la seccién de cultivo de
virus vacunal en el Instituto Nacional de Higiene y trabaja en la primera vacuna del tifus exantematico
[7]. En 1940 obtiene la cadtedra de Santiago de Compostela, tras haber opositado en 1935 a las de
Cadiz y Sevilla. En 1941 por traslado obtiene la catedra de Valencia, aunque no se incorpora al obtener
licencia para proseguir en Alemania sus estudios sobre el tifus exantematico. En 1942 se le nombra
agregado a la catedra de Histologia de Madrid, a la que se acumula la de Anatomia Patolégica. En
1945 obtiene por oposicién la catedra de Anatomia Patolégica de Madrid, a la que también optaba
Julio G. Sdnchez Lucas, la primera de Espana que aparece dotada de manera independiente de la
Histologia [8]. En 1947 es nombrado director del Instituto del Cancer, cargo que ocuparia 17 afos y en
1949 se le nombra director del Instituto Cajal cargo que ejercio 15 afos hasta su fallecimiento. En 1959
ingresa en la Academia Nacional de Medicina.
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Ortiz Picon en sus desenfadadas memorias relata la asistencia a un Congreso de anatomistas en
Lyon en 1949 que compartié con Julidn Sanz y con Fernando de Castro y que los tres prolongaron con
una visita a Paris. Ortiz Picon:

«Durante esta breve estancia en Paris yo tuve con Sanz lbafiez mas estrecha relacion que con
Castro. Uno y otro eran tanto fisica como psicolégicamente muy distintos. Sanz de mediana estatura,
aragonés un tanto cauto o reservado y optimista, sin aparente nerviosismo; Castro era alto y mas bien
delgado, de rostro largo y algo cetrino, era un madrilefio de compleja psicologia y en ocasiones algo
intemperante. Uno y otro no podian congeniar y creo que se profesaban cierta soterrada aversion.
Sanz Ibafez quizé envidiaba el prestigio cientifico de Castro; éste probablemente sentiase postergado
injustamente ante los importantes cargos -y particularmente la direccién del Instituto Cajal- que Sanz
habia logrado en el nuevo Régimen.»

«Confieso que me sentia mas cerca de Castro que de Sanz, sin embargo, mi trato con éste era mas
confianzudo y ambos nos tutedbamos, mientras que a Castro, siete u ocho afos mayor, ambos lo
tratdbamos de usted... Como Castro tenia refinadas aficiones y nos llevaba a lujosas tiendas de
antigliedades para ver libros antiguos y porcelanas; bromeando ante el anticuario yo le llamaba
«Monsieur le marquis De Castro» con cierta complacencia por su parte y gran regocijo en Sanz, y éste
en confianza conmigo tachaba a Castro de vanidoso. Por otra parte, luego de haber cenado los tres
juntos me quedaba a solas con Castro y le comentaba que Sanz habia tardado solamente un par de
minutos en comerse un grueso «tournedds» de solomillo, aquél me decia refiriéndose a Sanz: «en él
predomina lo vegetativo: engulle como una serpiente boa; y, luego es vencido por el suefio» [9].»

Muy pocos afos antes de la fundacion de la SEAP, en los primeros 50, practicamente no se hacian
biopsias diagnoésticas. Sanz Ibdfez comentd emocionado a sus alumnos en la Facultad (entre ellos
Alberto Anaya), la realizacion alli de la primera biopsia de un cancer laringeo [10], mas de 60 afos
después de errar Virchow el diagnéstico del cancer laringeo del Kaiser Federico lll. Durante 21 afos
estuvo Sanz Ibdnez vinculado a los cursos de Biologia de la Universidad Menéndez Pelayo en
Santander y durante el celebrado en 1963, el 13 de agosto, fallecié de una pancreatitis hemorragica
recidivante [11]. La iniciativa de la creacién de la SEAP fue en realidad su empefio personal, mas
incluso una decisién del grupo de fundadores [H. Oliva. Comunicacién personal. 13 de octubre de
2016].

JULIO GARCIA SANCHEZ LUCAS

Julio Garcia Sdnchez Lucas nace en Ledn 23 de julio de 1901, residié en Madrid desde su infancia,
donde realizé los estudios de medicina. Fue discipulo de Rio Hortega. Al terminar la Licenciatura fue
enviado por la Junta de Ampliacion de Estudios a Alemania trabajando en los institutos dirigidos por
Otto Lubarsch, Carl Benda y Rudolf Jaffé en Berlin, y mantuvo estrecho contacto con Ludwig Aschoff
(Friburgo). En 1929 volvié a Espaina y fue nombrado jefe de Anatomia Patolégica de la Casa de Salud
de Valdecilla en Santander. Alli realizd una destacada labor convirtiendo su servicio en un ejemplo de
organizacion innovadora, con un elevado nimero de autopsias y destacadas exposiciones posteriores,
asi como un gran numero de publicaciones y la implantacién de una organizacién docente modélica,
preludio de la futura Facultad de Medicina [12]. En 1942 es nombrado catedratico de la Universidad de
Barcelona en unas oposiciones detalladamente relatadas por Ortiz Picén [13] y Castilla del Pino [14] en
las que destacd como el mejor de los 6 opositores y en 1957 decano de dicha Facultad [15]. Tradujo
los principales textos alemanes de anatomia patoldgica, que alin pueden encontrarse en los catalogos
digitales de librerias: Tratado de Patologia General y Anatomia Patolégica de Hugo Ribbert y Herwig
Hamperl (su libro bésico en la ensefianza universitaria), Histologia Patolégica de Max Borst y Tratado
de Anatomia Patoldgica de Ludwig Aschoff, entre otros.

Era brillante como docente y sus clases destacaban dentro de la Facultad. Tenia aspecto y fama de
autoritario [16], que se manifesté en las protestas estudiantiles de 1965, tras unas elecciones falseadas
en la universidad y donde una organizaciéon estudiantil clandestina (Unién de Estudiantes
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Revolucionarios) pide su dimision tras unas declaraciones amenazando cerrar la Facultad o traer al
ejercito [17]. Muri6 el 15 de octubre de 1969 cuando se preparaba para acudir a la Facultad el dia de
apertura de curso. En una época en la que la microscopia electrénica generaba enormes expectativas,
se mostraba reacio hacia ella al igual que hacia la citologia [18]. La firmeza de su caracter queda
reflejada en una polémica (absolutamente bizantina vista en el siglo XXI) sobre la naturaleza del
«mesénquima» que mantuvo en 1951 con Luis Urtubey, catedritico de anatomia patolégica de
Valencia, expulsado de la Universidad tras la guerra civil [19].

ANGEL VALLE JIMENEZ

Angel Valle Jiménez nacido el 26 de mayo de 1909 en Jaca (Huesca), estudi6 en la Facultad de
Medicina de Zaragoza y comenzé su dedicacion a la anatomia patoldgica a través del Ejército del Aire,
obteniendo el n°2 en las oposiciones para el ingreso en la Academia de Sanidad del Ejército del Aire,
donde fue nombrado teniente médico en 1941 y recibiendo en 1986 la gran cruz de San
Hermenegildo por sus méritos militares [20] vinculados a las Escuadrillas Azules [21] y las heridas
recibidas en campana en la guerra civil. <Al ver caer a un soldado por el impacto de la metralla salté de
la trinchera en medio de la refriega, siendo él también ametrallado, mientras se cargaba al hombro al
soldado herido, con el que regresé a la trinchera salvandole la vida» [22], y conservando para siempre
en sus piernas las heridas del plomo de la metralla [23].

Fue discipulo de Pérez Lista y de Julidn Sanz Ibafiez, con especial dedicacién a las autopsias, siendo
profesor prosector en 1953, y después profesor adjunto, agregado y alcanzando la catedra de
Salamanca en 1974. También participaba en el Instituto de Investigaciones Médicas creado por Carlos
Jiménez Diaz [24], incorporandose en 1955 al departamento de Anatomia Patoldgica que dirigia
Morales Pleguezuelo. Sus habilidades con las autopsias, como algunos pocos de sus contemporaneos,
ya no podran ser superadas. Prosector sin guantes, las hacia con tijeras y unas pinzas en cada mano,
sin tocar los 6rganos y eran numerosos los que acudian a la sala de autopsias de San Carlos a aprender
de él [25].

Publico el primer caso en Espaia de Enfermedad de Rosai-Dorfman [26] poco después de la
descripcién inicial.

Su vinculacién con la SEAP le mantuvo en la Junta Directiva desde su fundacion, como secretario
desde 1959 a 1967 y de 1972 a 1975 y como redactor jefe de la revista Patologia desde 1972 a 1975,
con activa participacion en los congresos de la SEAP desde el primero 1963 en Salamanca hasta el de
Tenerife en 1977.

JULIO RODRIGUEZ PUCHOL

Julio Rodriguez Puchol, nacié en Valladolid en 1912. Inicia los estudios de anatomia patoldgica en
Madrid en 1929, siendo alumno interno de anatomia patoldgica en la catedra de Francisco Tello. Al
comienzo de la guerra civil es adscrito a la Sanidad Republicana y alcanza el grado de Teniente Médico
en la XII-XIIl Brigadas Internacionales [27]. Tenia estrecha amistad con el dramaturgo Antonio Buero
Vallejo, y durante la guerra entra en contacto con escritores que apoyaban a la Republica, Ernest
Hemingway y John Dos Passos. Tras la guerra fue duramente represaliado, internado dos afos y
medio en el campo de concentracion de Albatera y en la cércel de Gandia [J. Rodriguez Costa.
Comunicacién personal, 4 de enero de 2021]. Curiosamente tras la catéstrofe de la guerra civil, la
primera reunién de la SEAP sent6 en la misma mesa a un oficial médico de la Division Azul (A.V.)y aun
oficial médico de la Brigadas Internacionales (J.R.P.). En su labor profesional Julio Rodriguez Puchol se
dedicd preferentemente a la Dermatopatologia. Se convirti6 en un experto en lepra y acudia al
Sanatorio de Fontilles organizando algunos de los cursos para médicos, que habia iniciado en 1948
Félix Contreras Duefas [28]. Uno de sus trabajos sobre la lepra en colaboracién con su gran amigo
Rodriguez Pérez resulta premiado [29]. También tenia especial interés por la citologia, siendo pionero
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en la citologia pulmonar. Se incorporé al servicié de anatomia patoldgica que dirigia Pérez Lista en el
Hospital Provincial, trasladado desde la unidad de Andlisis Clinicos en la que inicialmente habia
ingresado. Horacio Oliva le describe con admiracién [30]:

«...de los hombres mds encantadores y mejor preparados en anatomia patoldgica. Eran tiempos en los
que cualquier patélogo especializado era mal visto por la patologia académica que se caracterizaba,
precisamente, por su escasos conocimiento de la patologia, fuese la rama que fuese.»

MANUEL MORALES PLEGUEZUELO

Manuel Morales Pleguezuelo nacido en 1898 fue pensionado por la JAE en Alemania [31], aunque
solicité extender su formacién en Francia y Austria. En Viena estuvo con Carl Sternberg, y desde
entonces mantuvo siempre una dedicacion especial a la patologia linfoide. Habia sido companero de
curso de Carlos Jiménez Diaz y se incorporé a su primer Instituto en 1941 ubicado en la calle Granada
de Madrid [32], modesto en comparacién con lo que seria después la Clinica de La Concepcién.
Morales siempre tuvo una forma independiente de trabajar, vivia en su mundo de estudio y trabajo y
no le era infrecuente levantarse de madrugada e ir rellenando fichas con todo lo que estudiaba. Su
despacho tenia un cartel en la puerta que decia: «Se ruega no molestar ni entrar sin necesidad» [A.
Morales. Comunicacién personal, 30 de diciembre de 2020]. El Instituto de Jiménez Diaz tenia desde
sus inicios una importante vocacion investigadora y el suministro de animales de experimentacién se
resolvié con el equivalente al «ranero de Cajal» contratando un gitano llamado Vargas como
encargado del suministro de animales. La relacién estrecha con Jiménez Diaz se manifesté en una
anécdota que relata el sobrino y bidgrafo de éste, Mariano Jiménez Casado [33]:

«Habiendo quedado los dos un sdbado por la tarde (dia de trabajo en la Institucién) a revisar al
microscopio casos de cirrosis hepdtica, parte de la plantilla del hospital se ausenté pensando que el jefe
quedaria entretenido por Morales con los casos. Llegd Don Carlos a las 4, pero Morales se retrasaba, tras un
rato viendo él solo los casos, salié por los pasillos encontrando el Hospital medio vacio y empezé a
preguntar dénde estaba todo el mundo. Llegé Morales hora y media tarde, en su pequeia moto, para él,
hombre de gran envergadura préximo a los 2 metros, y le dijo con toda naturalidad: perdona Carlos, ya sé
que llego tarde, pero es que jhacia un viento en contral...»

La correlacién clinico patoldgica tenia alli todos los ingredientes para alcanzar la excelencia. Desde
el gran numero de autopsias realizadas, y el elevado ndmero de publicaciones, surgié la primera
generacién de patélogos diagnodsticos, probablemente junto a Arteta y Pérez Lista, evolucionada
desde los discipulos de Cajal formados en primer término como investigadores y cuando aun faltaba
una década para la fundacién de la SEAP. Después ese departamento de la Clinica de La Concepcion
seria complementado por Angel Valle, Ricardo Ceballos, Horacio Oliva y Vicente Navarro [34].

Manuel Morales Pleguezuelo fallecié en 1967 el mismo afo apenas 3 meses antes que Jiménez
Diaz.

LUIS ZAMORANO SANABRA

Luis Zamorano Sanabra nacié en Melilla el 17 de agosto de 1913. Estudia Medicina en Madrid,
inicialmente acogido en la Residencia de Estudiantes de la Junta de Ampliacién de Estudios, y entra en
contacto con los discipulos de Cajal, Tello en San Carlos, Rio Hortega en su Laboratorio de Histologia
Normal y Patolégica y Fernando de Castro en el Instituto Cajal. En 1943 ocupa la jefatura de servicio de
anatomia patoldgica del Hospital del Rey en Madrid y al afo siguiente es ayudante en el Instituto Cajal
que dirige Sanz Ibanez. Entre 1951 y 1953 se traslada a Colombia y ejerce de catedratico y jefe de
anatomia patoldgica en la Universidad del Valle (Cali). En 1960 consigue la catedra de la Universidad
de Salamanca, en la misma oposiciéon que Ortiz Picon obtiene la de Granada. Ambos eran amigos y
recientemente regresados de experiencias docentes en Colombia. Las oposiciones también relatadas
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por Ortiz Picén [35], empezaron por el acuerdo de renuncia a las trincas propuesto por Zamorano. Y
entre los miembros del tribunal ambos compartian a maestros y amigos: Sanz Ibéiez, Fernando de
Castro, Bullon y Llombart. En Salamanca fue decano de la Facultad de Medicina, y conté en su catedra
como colaboradores a Hugo Galera. Alfredo Matilla, Angel Sanz, Luis G. Garcia Romo [36]. Se opuso a
la reorganizacion universitaria en departamentos y a la creacién en la Facultad de Farmacia de una
escuela de citologia [37], problema que también la junta directiva de la SEAP informd en contra ante el
Ministerio. En 1972 ocupa la cadtedra de Histologia de Madrid y en 1974 es nombrado decano de la
Facultad de Medicina de la Universidad Complutense, y en ese periodo incorpora los hospitales
militares a la labor docente de la Facultad de Medicina, lo que le fue recompensado con una «Gran
Cruz al Mérito Militar» [38]. Tuvo también estrecha vinculacién con Gregorio Marafién dedicandose a
la Endocrinologia clinica y experimental, siendo vicedirector del Instituto Marafiéon en 1959 [39].
Falleci6 el 15 de agosto de 1999.

JUAN MANUEL ORTIZ PICON

Juan Manuel Ortiz Picon escribidé una autobiografia [40] que es una excelente fuente para conocer
su actividad, pero también la de los miembros de la escuela de Cajal y los inicios de la anatomia
patologica espafiola tras la guerra civil. Escrita con estilo desenfadado, no oculta sus amorios de
juventud ni los de sus companferos. Los estudios de licenciatura le inspiran escaso interés pero su
vocacién se despierta cuando entra en contacto con la histologia y la anatomia patoldgica. Discipulo
de Rio Hortega, su dominio del aleman, hizo que éste le pidiera acompanarlo en un ciclo de
conferencias que dio en 1930, y poco después fue pensionado por la Junta de Ampliacidn de Estudios,
trabajando en el Instituto de Anatomia de la Universidad de Munich con el profesor F. Wasserman
[41]. Su vinculacién con Alemania se incrementa al casarse con una alemana y tiene ocasién de ver los
inicios y las tensiones del crecimiento del nazismo. Tras la guerra civil espafiola, queda adscrito a la
catedra de anatomia patolégica de Madrid, inicialmente con Llombart Rodriguez y después con Sanz
Ibdiez. Tras la jubilacion de Tello, es encargado de la catedra de Histologia hasta la incorporacién a la
misma de Fernando de Castro. En 1953 se traslada a Colombia y ejerce de catedratico en la
Universidad de Cauca (Popayan). A su vuelta tras formar parte del grupo fundador de la SEAP obtiene
en 1960 la catedra de la Universidad de Granada [42].

MANUEL PEREZ LISTA

Manuel Pérez Lista nacid en Orense, en El Barco de Valdeorras en 1901. Concluye sus estudios de
Medicina en 1926. Es becado por la JAE [43] trabajé entre 1931y 1932 en el Instituto de Patologia de la
Universidad de Munich con el Profesor Max Borst. Fue discipulo directo de Pio del Rio Hortega y entre
los mas asiduos a su laboratorio de Histologia normal y Patoldgica. Isaac Costero condiscipulo suyo
recuerda en sus memorias el ambiente del laboratorio [44]:

«De ordinario, y por varias horas, nadie se movia de su asiento; una muchacha era la encargada de
traer y llevar la cristaleria y los reactivos, cuando hacian falta; casi siempre habia silencio, cada quien
atento a teir o a estudiar su material. No era raro escuchar fragmentos de musica cldsica que, sobre todo
Lépez Enriquez y Pérez Lista silbaban muy bien; el fino oido de Don Pio corregia de cuando en cuando
pequefrias inexactitudes. No era fdcil sostener pldticas porque todos estabamos de espaldas al mds proximo
compaiiero y separados del de enfrente por una alta mampara de madera; y, sin verse las caras, es dificil
conversar. Pero, de mesa a mesa aun sin mirarnos directamente, se intercambiaban algunas breves ideas.»

Otro ilustre visitante del laboratorio de Rio Hortega, Wilder Penfield completa la descripcion [45]:

«El laboratorio estaba ubicado en una unica habitacién en forma de «L». Ante mi aparecié una hilera de
mesas colocadas una junto a otra y cada una enfrente de las ventanas que daban a la calle. Cada mesa
estaba ocupada por un hombre con un microscopio delante y con pequerias cubetas y botellas de cristal
junto a él. No habia laborantes, ni secretarias, ni puertas que comunicasen con otras habitaciones».

26 1 LIBRO BLANCO DE LA ANATOMIA PATOLOGICA EN ESPARIA 2021



Origenes y antecedentes de la Sociedad Espafiola de Anatomia Patolégica

En el verano de 1929, Pérez Lista y Ortiz Picon los dos jévenes comparieros en el laboratorio de Rio
Hortega planean un viaje a Alemania, sin duda con la intencién de preparar sus futuras solicitudes a la
JAE para completar alli sus estudios. El viaje tiene una escala previa en Paris, y esta ciudad rompe los
planes, atrapando con sus encantos al primero, teniendo Ortiz Picén que continuar solo hacia Munich
[46].

Rio Hortega ocupaba la plaza de histopatélogo en el Hospital Provincial de Madrid con escasa
actividad de autopsias hasta la creacion de una plaza de Jefe de Autopsias que gané por oposicion
Manuel Pérez Lista. Alli contintdio hasta su jubilacién en 1971; convirtiendo en un oasis el Hospital
Provincial, en el deprimente panorama de la anatomia patoldgica en la postguerra [47]. Es otro de los
iniciadores de la anatomia patoldgica diagndstica, y contribuyé a formar numerosos discipulos [48],
curiosamente simultaned otros puestos asistenciales e incluso actividad privada, sin optar a plazas
universitarias como la mayor parte de sus companeros de generacién. Manuel Pérez Lista, junto con
Morales Pleguezuelo y Sanchez Lucas eran los tres mejores patélogos de la generacion de finales de
los 50. [H. Oliva. Comunicacién personal, 13 de octubre de 2016].

LAS MUJERES EN LA SEAP

Entre los miembros fundadores de la SEAP se encuentran 4 mujeres M.2 Teresa Hidalgo Martinez
(17), M2 del Pilar Najera Morrondo (34), M.2 Luisa Arambarri Zuricalday (35) y Adoraciéon Morales
Fernandez (48).

De entre ellas, Adoracidon Morales es quien ha tenido una vinculacién continua con la SEAP en toda
su carrera. Se licencié en 1960, en una de las pocas promociones en las que Carlos Jiménez Diaz
consiguié habilitar su institucidn, antes del veto de claustro de San Carlos, para la ensefanza teérica y
practica de la licenciatura de Medicina. Se dedicé desde sus inicios a la citologia, formandose para ello
en Paris y luego completé formacion en citologia pulmonar con la ayuda de Julio Rodriguez Puchol y
citologia digestiva en Barcelona, en el Hospital Sant Pau, antes de la llegada de Lorenzo Galindo a
aquel hospital. Estuvo en sus inicios en la actual Fundacién Jiménez Diaz, donde su padre Manuel
Morales Pleguezuelo habia creado alli el primer servicio de anatomia patoldgica. Se trasladé unos
anos al hospital Clinico de San Carlos y luego desarrollé la mayor parte de su actividad en Tenerife, en
el Hospital Universitario y la Universidad de La Laguna [A. Morales, comunicacién personal, 30 de
diciembre de 2020].

M.2 Teresa Hidalgo desarrollé su actividad también en la Clinica de la Concepcién de Madrid, con
una estrecha vinculacién con Manuel Morales de la que era su asistente personal.

M.2 Luisa Arambarri, nacida en Bilbao el 8 de marzo de 1930 esta entre las pioneras de la medicina
vizcaina. El Colegio de Médicos de Bilbao la resefia como su séptima colegiada. Realizé los estudios de
licenciatura en Sevilla y se formé como especialista en anatomia patolégica en Zurich. A su vuelta
abrié consulta de anatomia patoldgica y mantuvo relaciones con el Hospital de Basurto. En 1963 se
trasladé de nuevo a Zurich donde continué su actividad como patdloga [49] hasta la jubilacién,
aunque no perdié contacto con su tierra natal conservando casa en Mundaca.

M.2 Pilar Najera Morrondo, se inscribié en los inicios de la SEAP, pero posteriormente diversificd su
actividad profesional con dedicacion preferente a la Salud Publica, estando vinculada al Instituto de
Salud Carlos lll. Fue la Ginica mujer en la primera promocion de Gerentes de Hospitales en 1968 y en
sus ultimos anos trabajé en Sociedad Espanola Interdisciplinaria del SIDA (SEISIDA). Fallecié el 22 de
enero de 2018 [50].
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INTRODUCCION

La digitalizacion en anatomia patolégica tiene ventajas como la mejora de los flujos de trabajo y la
reduccién en los tiempos de respuesta, facilitar el intercambio de datos e imagenes, una mejora en
eficiencia, al poder disponer de forma integrada de muiltiples fuentes de datos, modernizar esos flujos
de trabajo con una orientacion hacia la seguridad en la atencién al paciente, impulsar la colaboracion
intra e interdepartamental, ayudar al responsable final de comunicar al paciente los hallazgos
anatomopatoldgicos, conseguir ahorros en los costes asociados al rendimiento de los profesionales y
una reduccion de los errores médicos [36].

PATOLOGIA DIGITAL Y PATOLOGIA COMPUTACIONAL

A principios de los afos 2000, comenzé a utilizarse el término patologia digital para referirse al uso
de la imagen totalmente digitalizada de preparaciones histolégicas o citolégicas en anatomia
patolégica (en inglés, «whole slide digital imaging» o «whole slide images») [43], un término que
reemplazaria a otros sindnimos como patologia virtual o microscopia virtual [51]. Hoy dia,
entendemos la patologia digital como el conjunto de herramientas informaticas y de
comunicaciones que ayudan a los profesionales del departamento de anatomia patoldgica en su
trabajo clinico tanto en la gestién de datos (gracias al sistema de informacion de anatomia patoldgica,
que a su vez forma parte de la historia clinica electronica) como en la gestién de imagenes (mediante
el uso de escaneres de preparaciones y los sistemas de gestion de almacenamiento, como los PACS o
«Picture Archive and Communication Systems»).

Los escaneres de preparaciones han evolucionado rapidamente en estos veinte afios y hoy dia, un
solo escaner es capaz de digitalizar mas de 500 preparaciones con muy alta resolucién, es decir, unos
0,25 micras/pixel (equivalente a un objetivo 40x), en una jornada de trabajo.

Con altas resoluciones, una sola preparacién digital contiene unos 40 GB de informacion, que
afortunadamente, suele comprimirse (con JPEG, JPEG2000 o formatos propietarios de compresién) en
ficheros que ocupan un espacio de entre 1 y 3 gigabytes (GB, unos 1.000 megabytes) cada
preparacion.

Un hospital que genere unas 500 preparaciones al dia, con una media de 2 GB por cada
preparacion, genera al dia 1 terabyte (TB, unos 1.000 GB) de datos comprimidos de imagen, lo que
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suponiendo unos 250 dias laborables al afo, suponen 250 TB en imagen comprimida y unos 5
petabytes (PB, unos 1000 TB) de datos de imagen sin comprimir, al afio.

Otra de la fuente de gran cantidad de datos en anatomia patoldgica son las técnicas de patologia
molecular, principalmente, la secuenciacién de préxima generacion (NGS), ya que una sola carrera de
8 estudios, con un panel de 50 a 150 genes, incluyendo el estudio de ADN y fusiones, puede requerir
unos 40-50 GB de datos, es decir, unos 5 GB por cada estudio. Entre los formatos de ficheros mas
utilizados para almacenar los datos de secuenciacion estan el formato SAM (del inglés «Sequence
Alignment Map») y su version comprimida binaria llamada BAM, que utiliza un método de compresién
llamado BGZF [45]. En la practica, en cada muestra estudiada mediante secuenciaciéon de acidos
nucleicos se obtiene un fichero comprimido BAM (uno para ADN y otro para fusiones), que suele
ocupar entre 50 MB y 3 GB, segun el tamaino del panel, el nUmero de lecturas obtenidas y otros
parametros.

La informacién contenida en un fichero BAM es muy util, pues contiene todas las lecturas
obtenidas (alineamientos) y permite analizar de nuevo los resultados de la secuenciacién con diversos
filtros, tantas veces como sea necesario. Una vez analizados los datos, se obtiene una lista de variantes,
generalmente en formato VCF (del inglés, «variantcalls») o ficheros en formato separado por tabulador
(*.tsv), que, una vez filtradas, suelen ser de mucho menor tamarno que los ficheros BAM.

Por cada 1 TB de datos gendémicos de las muestras que estudiemos, necesitaremos 2,5 TB de datos
brutos obtenidos por el secuenciador («base-calls») y por todos los filtros aplicados, para poder
reproducir esos datos en futuros estudios [9].

Es decir, si suponemos que por cada de 1.000 muestras estudiadas mediante NGS, se pueden
generar 1 TB de datos de resultados (suponiendo una media de 1 GB en la suma del tamano de
ficheros BAM comprimidos y VCF), pero haran falta unos 2,5 TB de almacenamiento adicional para
todos los datos obtenidos del secuenciador, lo que, en la practica, supone un total de 3,5 TB de
almacenamiento por cada 1.000 estudios de NGS.

Si bien es cierto que al final de un estudio de NGS lo mas importante desde el punto de vista
clinico puede resumirse en un solo parrafo de texto que indique la o las variantes detectadas con valor
patogénico, si es que se detecta alguna, es necesario guardar toda la informacién previa que ha
permitido llegar a esa conclusion.

Un departamento que a) genere unos 50.000 informes de anatomia patoldgica al ano (unos 50 GB
de datos al aflo o mas si se incluyen datos de trazabilidad), b) digitalice todas sus preparaciones (p. ej.
250 TB en preparaciones digitales) y c) realice 1.000 estudios de NGS al afio (unos 3,5 TB de datos),
necesitara gestionar un gran volumen de informacién de multiples fuentes de datos, que a menudo
no estan integrados entre si.

Con el fin de ofrecer una soluciéon a este reto, hacia 2010, nace el término de patologia
computacional, que inicialmente se defini6 como el tratamiento completo, mediante métodos
probabilisticos, de flujos de trabajo clinico en patologia, para lo cual combina disefio experimental,
reconocimiento de patrones, andlisis de supervivencia, entre otros, para ofrecer un marco unificado
que permita dar respuesta a problemas clinicos y cientificos en anatomia patoldgica [20].

Posteriormente, se ha usado este término para hablar de la integracion de multiples fuentes de
datos (incluidas las imégenes) o big data de anatomia patoldgica, con el fin de extraer patrones y
analizar caracteristicas o hallazgos [1,30].

Aunque hay otras modalidades de imagen, también utilizadas en patologia, que se basan en
técnicas computacionales («<computational imaging»), como la microscopia confocal laser de barrido o
la tomografia 6ptica de coherencia (OCT) [38], en esta revisidn nos centraremos en la microscopia
6ptica convencional de campo claro.

34 1 LiBRO BLANCO DE LA ANATOMIA PATOLOGICA EN ESPARIA 2021



Aplicaciones de Deep learning, un método de inteligencia artificial, en anatomia patoldgica

Con la llegada de nuevas técnicas de inteligencia artificial, el término patologia computacional a
menudo se utiliza, de forma poco precisa, como sinénimo del analisis automatizado de imagen
mediante inteligencia artificial en patologia [25].

INTELIGENCIA ARTIFICIAL, MACHINE LEARNING Y DEEP LEARNING

En ciencias de la computacién, la inteligencia artificial (IA) tiene como objetivo crear sistemas
informaticos que interpretan la informacién y se comportan imitando al ser humano, realizando
predicciones y trabajando de una forma semiauténoma [35].

En el llamado «universo de inteligencia artificial» son muchas las metodologias con las que se
superpone, como el descubrimiento del conocimiento y la mineria de datos, el reconocimiento de
patrones por métodos matematicos o la neurocomputaciéon. La mayor parte de las técnicas de
aprendizaje automatico («<machine learning», que abreviaremos como ML) se basan en inteligencia
artificial, pero no todas, pues también existen métodos estadisticos y de reconocimiento de patrones,
basados en el andlisis de regresién lineal, que no entran dentro del concepto de inteligencia artificial
(figura 1) [33].

Algo similar sucede con los métodos de visién por computador (computer vision), disefiados para
reconocer e interpretar datos visuales, que pueden estar basados o no en inteligencia artificial [35].

Figura 1. Relacién de inteligencia artificial con otras ciencias. Tomado de Miller y Brown [33]. Al:
Artificial intelligence. KDD: knowledge discovery and data mining.

Algunos métodos de inteligencia artificial hasta ahora aplicados en anatomia patoldgica se
basaban en sistemas expertos (a menudo, usando reglas previamente definidas). Los sistemas de
andlisis de imagen tradicionales aun usados hoy dia para cuantificar biomarcadores de
inmunohistoquimicos no son sistemas de IA pues se basan en instrucciones muy especificas y no son
capaces de aprender nuevas formas de clasificar ni pueden adaptarse a informacién nueva. Muchos
de estos sistemas empiezan a ser reemplazados por sistemas de analisis de imagen basados en
métodos de aprendizaje automatico [35].

Un método de aprendizaje automatico (ML) que ha tenido especial éxito son las llamadas redes
neuronales artificiales, que consisten en modelos matematicos flexibles, capaces de identificar
relaciones no lineales en grandes volumenes de datos [33]. Ademas, estos modelos pueden aprender
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de los errores, que son corregidos mediante entrenamiento, para mejorar la capacidad de prediccion
del modelo [33].

El desarrollo de estos algoritmos ha sido posible gracias a la mejora de los modelos matematicos, a
la mayor capacidad de computacién de los ordenadores y al acceso a grandes volumenes de datos
incluso en red («cloud networking»). Por ello, fue posible desarrollar redes neuronales con multiples
capas, con diseflos complejos y muy diversos. Algunas actuan de filtros (lamadas redes neuronales
«convolucionales» (CNN), que son las mas usadas en analisis de imagen de patologia), otras con
capas recursivas (llamadas redes neuronales recurrentes, muy usadas en procesamiento de lenguaje
natural), con autocodificadores («autoencoders») o con redes generativas adversarias (capaz de
generar datos nuevos) [33,41]. Todos estos métodos que utilizan multiples capas en redes neuronales,
son conocidos como aprendizaje profundo o «deep learning» (DL, asi llamado por usar redes muy
profundas, con muchas capas), basados en disefios que se iniciaron en 1990 (figura 2) [33].

Figura 2. Esquema simplificado de la relacién entre inteligencia artificial, aprendizaje automético
(machine learning) y aprendizaje profundo (deep learning) [21].
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Todos estos métodos tuvieron un éxito significativo a partir de 2006, cuando Hinton y col.
disefiaron una nueva red neuronal muy profunda en la que, en el aprendizaje, no intervenia el ser
humano (método no supervisado). Entonces, estas técnicas comenzaron a ser validadas en problemas
reales (busquedas en Internet, redes sociales, ingenieria financiera), y se dieron a conocer
universalmente [33].

Comparado con el ser humano, estos algoritmos son capaces de abordar rdpidamente problemas
muy complejos (con mas de 5.000 variables distintas) y estdn especialmente indicados cuando el
volumen de datos es muy grande [33].

Aunque los algoritmos de deep learning requieren una gran capacidad de computacion, ya existen
sistemas comerciales basados en computacion paralela de unidades de procesamiento grafico (GPU),
disefados especificamente para optimizar la ejecucion de estos algoritmos [32].

Gracias a la digitalizacién completa de preparaciones histoldgicas y citoldgicas en anatomia
patoldgica, ha sido posible desarrollar e integrar las plataformas de inteligencia artificial dentro de la
patologia digital [36].
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COMO FUNCIONA UN SISTEMA DE DEEP LEARNING

Cuando se trata de buscar patrones, la imagen digital (fotografia o preparacién digital completa)
se descompone en multiples fragmentos (o teselas), y al sistema se le ensefia qué fragmentos son
positivos (p. ej. para tumor) y cudles son negativos. Es decir, un sistema deep learning (DL) recibe datos
de entrada (una preparacion digital) y una tarea (clasificar lesiones malignas y benignas), y el sistema
aprende a realizar esa tarea de forma auténoma [35]. Posteriormente, es posible procesar los datos
obtenidos para crear mapas de calor que ayuden, por ejemplo, a localizar donde es mayor la
probabilidad de tumor [33].

En general, los métodos de ML se clasifican en supervisados y no supervisados. En el ML
supervisado, el sistema se entrena dibujando sobre la preparacion digital las zonas de interés
(«anotaciones») de uno o varios tipos que el ser humano ha interpretado previamente, de forma
manual o semiautomatica. En el ML no supervisado se alimenta el sistema con datos de
entrenamiento y el sistema aprende a distinguir determinados patrones, sin intervencién del ser
humano [35]. En la practica, a menudo se usa una opcién intermedia, los sistemas «débilmente
supervisados» o «débilmente anotados», donde solo se clasifican grandes conjuntos de datos (por
ejemplo, preparaciones que tienen un diagnoéstico global, pero no tienen anotaciones detalladas
sobre donde esta el tumor o el componente infiltrante del mismo) [41].

Las multiples capas de redes neuronales artificiales interconectadas de un sistema de deep learning
se clasifican en capa de entrada (que aplica distintos pesos a cada opcion), las capas ocultas (o de
procesamiento) y la capa de salida (o de clasificacién) (figura 3).

Figura 3. Funcionamiento basico una red neuronal artificial (modificado de [35]).
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Durante el entrenamiento se utiliza un conjunto de datos del que se conoce los resultados (p. e€j.
imagenes de carcinoma ductal infiltrante). En la capa de entrada, cada nodo recibe un dato de una
muestra terminada (p. ej. tamafno de un nucleo) y cada nodo asigna un peso a esos valores.
Posteriormente, la sefial pasa a la capa oculta, donde cada nodo utiliza métodos estadisticos (p. €.
regresion lineal) para clasificar el dato obtenido segun el peso asignado vy si el dato transformado
alcanza un valor determinado, es enviado a otros nodos. Y asi sucesivamente, segin el nimero de
capas de la red neuronal. Al final, todos los datos que han ido pasando por las sucesivas capas se
reciben en la capa de salida, que tiene la mision de clasificar el dato inicial (maligno o no maligno).

El sistema aprende a clasificar objetos al poder comparar la prediccion que ha realizado (p. €j.
maligno) con el resultado conocido (p. ej. el nucleo fue anotado como benigno). Durante el
entrenamiento, los distintos nodos van modificando y ajustando los pesos y se vuelve a ejecutar unay
otra vez la red neuronal, hasta que se obtiene el valor de prediccion que haya definido el usuario (p. €j.
que el 90% de los nucleos sean correctamente clasificados) [35].
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Las redes neuronales convolucionales se han usado con gran éxito para clasificar imagenes (p. ej.
en células neoplasicas o en estroma) incluso a partir de una preparacién digital completa [35].

La gran ventaja de estos modelos de redes neuronales es que continian mejorando su
rendimiento cuantos mas datos se les proporcionen [35].

A menudo, estos sistemas son considerados «cajas negras» pues, aunque vemos sus excelentes
resultados, aun desconocemos de forma detallada como funcionan internamente [35].

¢{COMO SE EVALUAN LOS RESULTADOS DE UN SISTEMA DE INTELIGENCIA ARTIFICIAL?

Para calcular la eficacia de un sistema de deep learning entrenado por expertos para clasificar
(maligno/benigno o grado histolégico), puesto que disponemos del nimero de casos que han sido
correctamente clasificados, al comparar con la clasificacién que hicieron los patélogos, podemos usar
métodos estadisticos conocidos (sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo o negativo,
exactitud, etc.), conociendo los verdaderos positivos (VP), verdaderos negativos (VN), falsos positivos
(FP) y falsos negativos (FN).

La sensibilidad o tasa de verdaderos positivos (TVP) se calcula con la férmula:

vp

Sensibilidad = VP-l-—FN

La especificidad o tasa de verdaderos negativos (TVN) se calcula con la férmula:

VN

Especificidad = VN T FP

La precisién sirve para medir la calidad del algoritmo de machine learning en tareas de clasificacion.
La formula es:

vp

p A —
recision VP + FP

La exhaustividad (recall) mide la cantidad que el modelo de ML es capaz de predecir. La férmula es:

VP

Exhausitividad ("recall") = VPTFN

La exactitud (accuracy) se utiliza para medir el porcentaje global de células o imagenes
correctamente clasificadas. La férmula es:

VP +VN
VP +VN+FP +FN

Exactitud ("accuracy") =

La media harménica («<H-mean» o «H») se calcula mediante la formula:

Sensibilidad - Especificidad
Sensibilidad + Especificidad

Media H = 2 -
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También se utiliza el valor-F o F1(«F-measure» o «F1-score»), que es una media armonica que
combina la precision y la exhaustividad («recall»). La férmula es:

Precision - Exhustividad

F1=2-
Precision + Exhaustividad

La tasa de falsos positivos (o error tipo I) se calcula con la férmula:

FpP

TFP = op VN

La tasa de falsos negativos (o error tipo Il) se calcula con la férmula:

FN

TEN = N svp

Se utiliza el «area bajo la curva» (AUC, por sus siglas en inglés), por ejemplo, para clasificar biopsias
en malignas o benignas. Se refiere a la curva «caracteristica operativa del receptor» o curva ROC, que
es la representacion grafica de la tasa de falsos positivos en el eje X o de abscisas y tasa de verdaderos
positivos en el eje Yo de ordenadas (figura 4). AUC es una medida de probabilidad. Un algoritmo cuyas
predicciones son correctas en un 100% tiene un AUC de 1.

Figura 4. Representacion de area bajo la curva (AUC) [24].

Tasa de VP

0 Tasa de FP 1

En la prediccion de supervivencia se utiliza el indice ¢ de Harrell para valorar el error de la
prediccién al ordenar los tiempos de fallecimiento del paciente. Un c = 0,5 indica azary c = 1 si el
modelo predice perfectamente el orden en el tiempo de fallecimiento de pacientes [27].

Estas medidas de precision se pueden medir en tres dimensiones (o niveles): a) imagen (fotografia

o cada tesela o fragmento de una preparacion digital que ha sido estudiado), b) preparacion digital o
) paciente.
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¢{POR QUE ES NECESARIA LA INTELIGENCIA ARTIFICIAL EN ANATOMIA PATOLOGICA?

Muchos de los argumentos a favor del uso de IA en patologia son los mismos que conocemos a
favor del uso de la patologia digital, tal y como hemos indicado arriba, como la mejora en los flujos de
trabajo en los departamentos de anatomia patoldgica, automatizar tareas especificas (como la
cuantificaciéon de biomarcadores) o mejorar la eficiencia de los profesionales y ayudar en las
situaciones en las que haya carencia de patélogos o citotécnicos [23].

La variabilidad interobservador en anatomia patolégica es bien conocida, por ejemplo, en el
diagnéstico de lesiones melanociticas o en establecer el grado de Gleason en cancer de préstata [35].
En la mejora del diagnéstico anatomopatolégico (mejor reproducibilidad y consistencia, disminucién
de errores, cuantificacion mas precisa), es donde la IA parece que esta ofreciendo en estos momentos
resultados mas llamativos, al poder aplicarla incluso en tinciones de hematoxilina-eosina (HE) [35].

Se estima que incorporar IA en un flujo de trabajo totalmente digital (sistema de informacion de
anatomia patolégica moderno e interoperable, digitalizacion completa de preparaciones,
reconocimiento de voz y sistema completo de trazabilidad) puede reducir en un 40% el tiempo de
respuesta en patologia [35].

PRINCIPALES RETOS DEL USO DE LA INTELIGENCIA ARTIFICIAL EN LAS IMAGENES DE
PATOLOGIA

La aplicacién de inteligencia artificial en anatomia patolégica tiene dos objetivos fundamentales:
impulsar la automatizacion en la especialidad y normalizar los procesos [36].

A diferencia de otros campos de la medicina, donde la inteligencia artificial ha demostrado ser
especialmente util, como cardiologia y radiologia, en patologia, el reto es significativamente mayor
[36], debido a:

e Untamano de imagen de gran tamafo (a menudo incluso de 100.000 x 100.000 pixeles).

e Imagenes en color con gran diversidad de técnicas (hematoxilina-eosina, histoquimica e
inmunohistoquimica - IHQ).

e Ausencia de orientacién anatémica.

e Necesidad del uso de diversos aumentos (cada aumento tiene informacién relevante y
complementaria).

e Enalgunos casos, requiere recoger informacion de multiples planos en el eje Z.

APLICACIONES DE LA INTELIGENCIA ARTIFICIAL EN ANATOMIA PATOLOGICA
Podemos agrupar las aplicaciones de la IA en patologia en:

a. Cribado rapido de estudios anatomopatoldgico. Es posible clasificar automaticamente las
preparaciones digitales que contengan tumor o algun otro hallazgo de interés y priorizar el
estudio de algunos casos, sobre todo en patologias muy prevalentes. Se calcula que esto
permitiria evitar revisar hasta el 75% de las preparaciones sin disminuir la sensibilidad [10,35].
En la deteccién de metéstasis ganglionares en cdncer de mama, se ha calculado un 58,2% de
disminucidn de la carga del trabajo para el patélogo [2].

b. Mejorar la calidad y seguridad del diagnéstico, comprobando que no hemos obviado
ninguna zona importante de alguna preparacion que modifique el diagndstico
anatomopatoldgico [35], ayudar a predecir el grado de un tumor o su clasificacién histologica
[2] y mejorar la concordancia entre patdlogos [37].

c. Servir de herramienta de segunda opinién y telepatologia. En radiologia, se ha reducido en
un 88% la necesidad de una segunda opinién, gracias al uso de algoritmos de IA [35].
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d. Prediccién y pronéstico. Al poder identificar nuevas caracteristicas en una enfermedad, la 1A
puede relacionar esas caracteristicas o las ya conocidas con el riesgo de recurrencia, el estado
de mutaciones en genes o la supervivencia global del paciente, incluso Unicamente con HE
[21.

e. Investigacién y docencia [37]. La IA aplicada a las preparaciones digitales permiten mejorar
aspectos donde ya sabemos que la patologia digital tiene numerosas ventajas, como en
docencia, control de calidad, certificacion y acreditacion profesional, e investigacion [32,36].

ANALISIS DE IMAGEN AUTOMATIZADO Y DEEP LEARNING

A diferencia de los primeros algoritmos de andlisis de imagen utilizados en fotografias o en
preparaciones digitales, basados en técnicas mds convencionales (basadas en caracteristicas
conocidas del dominio o en caracteristicas basicas), los métodos como deep learning no requieren que
el programador indique todos los parametros que deben ser tenidos en cuenta (intensidad de color,
tamano minimo maximo de un nucleo, etc.), pues el sistema es capaz de aprender de los posibles
errores cuando los entrenamos con nuevos datos corregidos. De hecho, todas estas técnicas
computacionales tienen como objetivo ir mas alld de los limites del ser humano, con el fin de
identificar biomarcadores que podamos usar en la practica clinica para diagnosticar mejor y mas
precozmente las enfermedades, ofrecer informacién prondstica fiable y seleccionar la opcién
terapéutica mas adecuada en cada momento [36].

Las principales ventajas del uso de IA en el andlisis de imagen automatizado de preparaciones
digitales son:

e Ejecutar mas rapidamente el andlisis en la preparacién completa y no solo en un area
seleccionada por el patélogo [36].

e Mejorar los resultados en la segmentacion automatica y cuantificacion de ntcleos (p. €j. en
Ki67), permitiendo analizar sélo los nucleos de una regién determinada (p. ej. solo en el
componente infiltrante de una neoplasia) [36].

e En otros casos, es necesario que el sistema reconozca los nucleos o las células de interés solo
en una regién anatémica o histolégica determinada (p. ej. en ldmina propia en vejiga o en
foliculos linfoides) [36].

e Disponer de un mapa de la preparacion donde ya a pequefio aumento se marquen las zonas
mas «calientes» o en las que son mas frecuentes las células positivas para un determinado
biomarcador [36].

e Es posible crear algoritmos que permitan detectar el mismo tipo de objetos (p. ej. nucleos o
mitosis) en diversos 6rganos o enfermedades, sin necesidad de entrenar el algoritmo de
nuevo para cada localizacién o problema [36].

e En cancer de pulmén, piel y colorrectal, algunos algoritmos se han entrenado para distinguir
tejido normal del neoplasico e incluso distinguir entre diversos tipos histolégicos [36].

e Permite al patélogo enfocarse en las areas de mayor interés [36].

e Disminuye la variabilidad inter- e intraobservador en tareas repetitivas, como la cuantificacién
de células (p. €j. linfocitos intratumorales) o de mitosis [35,36] o en areas con limites poco
preciso (p. ej. valoracion de atipia o pleomorfismo) [37].

e Es posible superponer imagenes de inmunohistoquimica y de hematoxilina-eosina (HE)
incluso aunque no sean secciones consecutivas de tejido [36], e incluso correlacionar
imagenes de resonancia magnética, macroscopicas y microscépicas, por ejemplo, en una
pieza de prostatectomia radical [32].

e Conocer mejor la heterogeneidad tumoral [35], al poder evaluar y cuantificar mas éareas de la
neoplasia.
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METODOS DE APRENDIZAJE AUTOMATICO (MACHINE LEARNING) NO BASADOS EN
APRENDIZAJE PROFUNDO (DEEP LEARNING)

En analisis de imagen automatizado, auin se usan diversos métodos de ML que no entran dentro de
la definicién de DL. Algunos ejemplos que encontramos en la literatura son los arboles de decision,
como bosque aleatorio o «random forest» (RF), muy util cuando hay multiples tipos de datos. En las
maquinas de vectores de apoyo o «support vector machine» (SVM), en el que los datos de
entrenamiento se comparan con un espacio de representacion y tienen la ventaja que se entrenan
muy rapidamente [41]. En la segmentacién de ntcleos de células tumorales en adenocarcinoma de
pulmén, random forest ha obtenido mejores resultados que SVM [51]. SVM ha sido utilizado con éxito
en la prediccion de metastasis en cancer de colon [54]. Recientemente, Rashidi y col. han realizado una
revision de los diversos métodos de aprendizaje automatico utilizados en patologia [39].

Otro método llamado aprendizaje de multiples instancias o «multiple instance learning» (MIL) se
utiliza a menudo para entrenar algoritmos débilmente supervisados [41].

VALORACION INMUNOHISTOQUIMICA Y ANALISIS AUTOMATIZADO DE IMAGEN

La valoraciéon automadtica de técnicas inmunohistoquimicas ha demostrado tener numerosas
ventajas, frente a la cuantificaciéon manual, que podemos resumir en [5]:

e  Disminuir la variabilidad interobservador, con mejor reproducibilidad

e Valoracién de un drea mas amplia de la lesién e incluso la preparacién completa

e Ofrecer valores continuos, evitando la categorizacién previa durante la cuantificacién

e Combinar la cuantificacién de multiples marcadores (mutiplexacion)

e Cuantificar la relacidn espacial entre células y otras estructuras histoldgicas, ofreciendo una
vision global del microambiente tumoral [28].

Usando una combinacion de métodos basados en reglas y aprendizaje automatico (no basados en
deep learning), se han disefado soluciones para cuantificar automaticamente PD-L1 en células
tumorales y CD8 en cancer de pulmdn no microcitico. En un estudio en 163 pacientes, utilizando el
software Developer XD™ de Definiens, se observé que una mayor densidad de células CD8+ o mayor
densidad de células PD-L1+ se relaciona con un aumento significativo de la supervivencia. Sin
embargo, fue la cuantificacién simultdnea y automatica de ambos marcadores la que demostré tener
una mejor correlacién con la respuesta al tratamiento y la supervivencia global en pacientes con
terapia anti-PD-L1, incluso en pacientes con metastasis hepaticas, mejor incluso que la cuantificacion
aislada de PD-L1. Este estudio, también mostré que la cuantificacion automatica de PD-L1
proporciona mejor clasificacién de los pacientes, en cuanto a supervivencia global que la
cuantificacién manual. En pacientes no tratados con anti PD-L1 solo la mayor densidad de células
CD8+ y la cuantificacion manual de PD-L1 en células tumorales = 25% se asociaron con una mejor
supervivencia global [5].

EXPERIENCIAS DEL USO DE DEEP LEARNING EN SUBESPECIALIDADES
Aparato digestivo

En cancer colorrectal, algunos algoritmos de IA son capaces de distinguir autométicamente entre
regiones neoplasicas y tejido no tumoral [36], e incluso es posible distinguir entre epitelio tumoral,
fibroblastos y células inflamatorias [32].

También es posible predecir la supervivencia de cancer de colon mediante redes neuronales
convolucionales, que valoran el patrén de HE de la neoplasia [32].
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Las areas tumorales de tumores neuroendocrinos pancreaticos pueden ser delimitadas del
estroma usando deep learning [36], lo que permite cuantificar mejor Ki67 solo en las dreas tumorales
(97,8% sensibilidad, 88,8% especificidad) [2].

La IA (CNN) permite una cuantificacién mas fiable y reproducible de células inflamatorias en la
enfermedad celiaca, permitiendo distinguir entre tejido normal, duodenitis inespecifica y enfermedad
celiaca, con un AUC en preparacion digital de 0,95 [35].

Patologia cardiovascular

En biopsias de endomiocardio, un algoritmo de CNN consiguié predecir insuficiencia cardiaca con
un AUC de 0,97, incluso mejor que los patélogos (AUC 0,75) [2].

Dermatopatologia

En el diagndstico histopatoldgico de 1.417 imagenes de piel, un sistema de deep learning descrito
por Cruz-Roa y col. (2013), fue capaz de distinguir lesiones benignas de malignas (epitelioma
basocelular) con mas de un 90% de precision [16].

Los subtipos histoldgicos de melanoma pueden ser mejor detectados por DL (CNN), con mejor
sensibilidad y especificidad [2].

DL (CNN), aplicado a HE, puede predecir el pronéstico en el melanoma en estadios iniciales, con
AUC de hasta 0,905 en la prediccién de supervivencia especifica de enfermedad [2].

También se ha observado mediante el uso de DL, que la cantidad de linfocitos es el factor
prondstico mas importante en el melanoma [2].

Ginecopatologia

En cancer de ovario, es posible clasificar automaticamente los diferentes subtipos histologicos con
DL en preparaciones de HE con una precision del 78,20% [2].

Patologia mamaria

En cancer de mama, es posible sefalar automaticamente areas de carcinoma intraductal o de
carcinoma infiltrante en hematoxilina-eosina y clasificar las preparaciones digitales en benignas o
malignas, alcanzandose un AUC de 0,962 en preparacion digital (WSl level) [2,36,41].

En el reto BACH, donde fueron evaluadas multiples soluciones de DL para distinguir mama normal,
benigna, carcinoma in situ y carcinoma infiltrante de mama (4 clases), se obtuvieron las siguientes
conclusiones: a) los mejores resultados se obtienen usando deep learning y preparaciones digitales
completas; b) Algunas soluciones DL consiguieron una exactitud de 87% (la de 4 patélogos oscilaba
entre 73% y 96%) y todas mostraban una alta sensibilidad en la deteccién de cancer infiltrante, pero
fallaban algo mas en las clases benigno e in situ [7].

Otro estudio basado en fotografias de biopsias intraoperatorias en cancer de mama, obtuvo una
exactitud del 94,96% para distinguir maligno de benigno [12].

Incluso, es posible distinguir lesiones benignas intraductales (hiperplasia ductal usual) de
hiperplasia ductal, atipica o carcinoma ductal in situ con la misma especificidad (0,80) que los
patdlogos, pero mejor sensibilidad (0,89) y exactitud (0,85) [2,41].
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Se ha utilizado deep learning para la graduacion de neoplasias, la deteccion de formacién de
tubulos, el pleomorfismo nuclear y la cuantificacién de mitosis [41]. En la detecciéon de mitosis en
cancer de mama se ha conseguido un valor F de 0,782 [12].

Al cuantificar mitosis mediante una red neuronal, se ha observado que el nimero de mitosis tienen
un escaso impacto prondstico en el cdncer de mama triple negativo [35].

En la valoraciéon automatica del estroma en 646 biopsias de mama, una red neuronal convolucional
consiguié una exactitud del 92% para distinguir estroma asociado a tumor de estroma no tumoral
(AUC 0,962 en preparacion), incluso en el carcinoma intraductal [2,18].

Las técnicas de deep learning obtienen resultados similares o mejores (AUC 0,994) que los del
patélogo (AUC 0,810) en la deteccion de metastasis de cancer de mama en ganglios linfaticos
centinela, con un 100% de sensibilidad [2,50], como demostré el reto CAMELYON16, donde se obtuvo
una exactitud del 93,8% en tesela (patch level) en 400 preparaciones digitales [17].

En inmunohistoquimica, se ha utilizado deep learning para la clasificacién automatica de HER2 (con
100% sensibilidad y 95,5% especificidad, respecto a FISH) o de receptores de estrégenos [41]. Ademas,
es posible distinguir las células tumorales de las no tumorales que son positivas para Ki67 en
preparaciones de cancer de mama [36].

Deep learning también ayuda en la cuantificacion del infiltrado de células del sistema inmune
(linfocitos intratumorales, TIL) en hematoxilina-eosina [41].

Se han disefiado modelos prondsticos de cancer de mama, integrado datos clinicos, de HE y
moleculares, para detectar a las pacientes con una enfermedad mas agresiva, en algunos de los cuales
se confirma que el estroma juega un papel importante [13,31,41]. Como veremos mas adelante, la
combinacién de imagen histolégica y datos genémicos ofrece mejores resultados pronédsticos que
cada uno de los datos por separado [13].

La formacién de tubulos, evaluada mediante DL, se asocia significativamente (AUC 0,76) con las
categorias de riesgo de Oncotype DX en cdncer de mama ER+ [2].

En la evaluacion de enfermedad residual tras tratamiento sistémico neoadyuvante en 62 pacientes
de cancer de mama, un sistema de DL (InceptionNet) obtuvo una exactitud de 93% para separar tumor
de tejido no tumoral, mejor que un sistema basado en andlisis de imagen tradicional (81%), con una
concordancia alta con los patélogos (0,82), aunque los mejores resultados se obtuvieron en la
evaluaciéon manual por patologos. Ademas, se cred un mapa de calor sobre la preparacion digital, para
facilitar la localizacién de células tumorales [3].

Nefropatologia

Utilizando una plataforma de software abierto (DeeplLab v2) fue posible entrenar una CNN con
solo 5 preparaciones digitales inicialmente anotadas y tras varias revisiones por patélogos, el sistema
fue capaz de identificar y distinguir correctamente glomérulos normales y esclerosados, asi como
areas de atrofia tubular en biopsias renales [25].

Neuropatologia

Se han utilizado redes neuronales profundas (CNN) para graduar automaticamente gliomas y
distinguir entre glioma de bajo grado y glioblastoma con una exactitud del 96%, y de un 71% para
clasificar los gliomas de bajo grado [2,32].

Los modelos de DL para predecir supervivencia también se han utilizado en gliomas,
observandose resultados similares a los del estudio realizado por patélogos [2].
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Patologia pulmonar

Utilizando los ficheros disponibles en TCGA, se ha desarrollado un algoritmo que clasifica
automaticamente las preparaciones de tejido pulmonar en tejido normal, adenocarcinoma vy
carcinoma epidermoide, obteniendo un AUC de 0,97, similar al de los patélogos. Ademas, ese sistema
entrenado con preparaciones digitales del TCGA pudo ser validado en biopsias intraoperatorias y en
parafina del propio centro [2,36].

Es posible predecir el riesgo de recurrencia en cancer no microcitico de pulmén en estadios
iniciales a partir de HE, con una precisién entre el 75% y el 85%. Por otro lado, esta variable sirvi6 como
un factor pronéstico independiente en un modelo multivariante [2].

Utilizando deep learning en preparaciones digitales de hematoxilina-eosina, es posible predecir las
mutaciones en cancer de pulmoén no microcitico [14].

Uropatologia

El primer sistema DL aprobado por la Unién Europea con marcado CE-IVD fue para la deteccién de
cancer de prostata [35].

En la literatura, la eficacia en la deteccidén de cancer de préstata de los sistemas de deep learning es
muy alta (usando matrices de tejidos o TMA, biopsias de prdstata y prostatectomias), habiéndose
obtenido valores AUC de entre 0,98 y 0,997 en la precision (en preparaciéon digital) para clasificar
biopsias de préstata en benignas o malignas, incluso en sistemas «débilmente anotados» [2,35].

La creacidon de mapas de probabilidad de cancer, superpuestos a la preparacién de HE, también
facilita el trabajo de localizar las dreas de interés en cancer de prdstata [2].

Un sistema DL entrenado por uropatélogos expertos para establecer el grado de Gleason en piezas
de prostatectomia, ha demostrado obtener mejores resultados (exactitud de 0,70) que patdélogos
generales (exactitud de 0,61), destacando su mayor sensibilidad y especificidad en los casos limitrofes
y mejores resultados para cuantificar las dreas correspondientes a grado 4, ademas de permitir una
valoraciéon mas continua (p. €j. 3,3 0 3,7), lo que permite discriminar mejor grupos de pacientes con
distinto prondstico [2,35]. En otros sistemas DL aplicados a biopsias de préstata, se han obtenido
similares en la graduacién de Gleason que los patélogos, con indice Kappa de entre 0,62 y 0,71 [2]. En
la distincién entre Gleason 3+4 y Gleason 4+3, una CNN obtuvo una exactitud del 75% [12].

Una aplicacién clinica de estas soluciones de IA es el sistema de segunda lectura GalenTM (Ibex
Medical Analytics, Tel Aviv, Israel), que implementado sobre una plataforma de patologia digital,
permite que una vez realizado un informe, comparar el resultado del mismo con los resultados del
sistema de IA en biopsias de préstata y genera una alerta en caso de discrepancias, antes de firmar el
informe. El sistema detecta la presencia y la extensidon de un determinado grado de Gleason y es capaz
de detectar la invasion perineural. La especificidad es de 97,3% y la sensibilidad de 98,5% [25].

En cadncer de vejiga, es posible identificar automaticamente tumores T1, al localizar nucleos de
células tumorales en la lamina propia [36].

Citologia ginecoldgica

Los sistemas de cribado automatico en citologia descritos en el siglo pasado, como PapNet [29],
estaban basados en redes neuronales mas sencillas que los sistemas de deep learning, pero han sido la
base de los sistemas comerciales hoy dia disponibles, como Hologic ThinPrep® Imaging System
(Imager) o BD FocalPoint™ Slide Profiler [8]. Ninguno de estos sistemas esta disefiado para su uso con
preparaciones digitales.
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DeepPap es una red neuronal que ha permitido clasificar células de citologia ginecoldgica
correctamente en siete clases de células, incluyendo seis de células escamosas (normal superficial,
normal intermedia, displasia leve, displasia moderada, displasia grave y carcinoma epidermoide in
situ) y células normales columnares. Se obtuvieron los siguientes resultados: sensibilidad 98,2%,
especificidad 98,3%, exactitud 98,3%, H 98,3%, valor-F 98,8%, y AUC 0,998. El rendimiento fue algo
menor en la detecciéon de células columnares y de displasia grave, pero siempre mejor que otros
sistemas basados en morfologia o texturas [53].

En citologia liquida ginecoldgica, al comprar sistemas basados en DL con ThinPrep® Imager, se han
obtenido mejor sensibilidad en la deteccion de ASCUS (66% frente a 62%), LSIL (88% frente a 80%),
HSIL (88% frente a 82%) y la misma sensibilidad del 100% en las alteraciones glandulares, con una
especificidad similar (87% frente a 85%). Ademas, se ha calculado que el uso de IA en preparaciones
digitales en citologia permite trabajar 1,5 veces mas rapido que con ThinPrep® Imager (1,7 min frente
a 2,5 min) [15].

Puncién aspiracion con aguja fina

En puncién aspiracion con aguja fina (PAAF) de tiroides, se ha utilizado una CNN para clasificar 87
fotografias de 10 casos de carcinoma papilar de tiroides, obteniéndose una sensibilidad de un 90,48%,
especificidad de 83,33% y exactitud diagndstica de 85,05% [46].

También se han usado redes neuronales para distinguir adenoma folicular de cancer de tiroides en
extensiones de PAAF, aunque solo se aplicéd en 9 casos, que fueron clasificados correctamente. La
técnica de SVM (maquinas de vectores de apoyo) también ha conseguido resultados excelentes en
PAAF de tiroides [46].

En PAAF de mama, una CNN obtuvo una exactitud del 89,7% para distinguir entre benigna y
cancer en 175 imagenes. En 298 imagenes de PAAF de pulmén se obtuvo una exactitud de 71,1% para
clasificar adenocarcinoma, carcinoma epidermoide y carcinoma de células pequefas [12].

OTRAS APLICACIONES DE INTELIGENCIA ARTIFICIAL
Patologia molecular e IA

Ademas del andlisis e imagen, se ha utilizado DL para resolver problemas especificos en genédmica,
como la prediccién de rasgos moleculares o la prediccion de efectos de una mutacién. En la
secuenciaciéon masiva de 4cidos nucleicos (NGS) y en otros estudios moleculares, es frecuente que los
chips donde se producen las reacciones moleculares contengan mas 50.000 posiciones que ofrecen
datos genéticos, que pueden sufrir artefactos, que pueden ser reducidos con deep learning, que puede
ayudar en todo el proceso, desde la adquisicién de los datos hasta la preparacion de resultados, pues
limita la dispersion de datos o el sobreajuste y aprende progresivamente sobre cémo los datos
obtenidos deben correlacionarse con una mejor clasificacion o deteccidn de enfermedades como el
cancer [12,33].

DeepVariant es una CNN utilizada para estudiar variantes genéticas en NGS [12].

Docencia e inteligencia artificial

La existencia de grandes repositorios de imagenes y casos completos (con datos clinicos,
morfolégicos 'y  moleculares), como el Atlas del Genoma del Céncer TCGA
(https://portal.gdc.cancer.gov/) no solo permite el entrenamiento de nuevo algoritmos, sino que
constituyen una herramienta de gran valor en ensefanza pregrado y postgrado [32].
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Se han desarrollado algoritmos que permite localizar automdticamente las areas del tejido
infiltradas por una neoplasia, o cuantificar automaticamente las células positivas para marcadores
inmunohistoquimicos, lo que permite usar estas herramientas para el entrenamiento interactivo de
residentes o para educacion médica continuada [36,37].

Es posible desarrollar herramientas docentes basadas en IA que ayudan a los residentes a
comprender mejor en flujo de trabajo en patologia, ofreciendo posibles diagnésticos diferenciales o
ayudando a seleccionar las técnicas adicionales o especiales que deben ser aplicadas en cada caso
[371.

El papel de la inteligencia artificial en el control de calidad

Gracias a la IA, es posible automatizar la selecciéon de casos que deben ser sometidos a revision
manual o a segunda opinidn, algo que, ademas, puede realizarse de forma remota con preparaciones
digitales. Por otra parte, es posible calcular la concordancia interobservador e intraobservador,
comparandola con la obtenida por un algoritmo de IA entrenado para un problema especifico. Estos
algoritmos pueden ser usados como un mecanismo de seguridad o de alerta, para prevenir posibles
errores humanos [36].

Por otro lado, es posible disponer de algoritmos (p.ej. Deep Focus) que detectan automaticamente
las 4reas desenfocadas de una preparacién digital, evitando que lleguen a patélogo al generar un
aviso que indica que, en ese caso, deben ser reescaneadas con otros parametros [48].

Varios autores han desarrollado algoritmos que permiten normalizar el color en las técnicas
convencionales e inmunohistoquimicas, evitando las variaciones debidas a cambios de reactivos,
espesor variable del tejido o al uso de escaneres de diversos fabricantes o distintos modelos. De
hecho, esta normalizacion de color es aconsejable realizarla previamente al entrenamiento de
algoritmos de deep learning [19,26,36].

Se estima que incluir deep learning en el trabajo del patélogo reduciria en un 85% la probabilidad
de error humano, ademas de mejorar el rendimiento [33]

Deep learning para teiir digitalmente preparaciones digitales

Gracias a un tipo de red de DL (red neuronal adversaria o GAN) se ha conseguido generar
imagenes microscédpicas digitales equivalentes a las campo claro, sin afadir colorantes, en multiples
tejidos, simulando las tinciones de hematoxilina-eosina, tincién de Jones y tricromico de Masson. Para
ello, se ha usado una adaptacién holografica de microscopia cuantitativa de contraste fases, que
consigue resolucidn final de 0,37 um/pixel [40].

Busqueda de imagenes por contenido

Es posible realizar busquedas de imagenes ofreciendo al buscador una imagen en vez de un texto,
una técnica llamada busqueda de imagenes por contenido (CBIR), tal y como trabaja Google Lens en
un smartphone. Aunque aun estan en desarrollo estas soluciones para anatomia patoldgica, serian de
gran ayuda para resolver casos dificiles o raros [37].
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Procesamiento de lenguaje natural

El procesamiento de lenguaje natural es una técnica de IA que permite contextualizar las palabras
y expresiones, como las usadas en informes médicos, con multiples objetivos, como seleccionar
bibliografia relevante, predecir la evolucién de un paciente o calcular el riesgo de reingreso [33].

INTEGRACION DE MULTIPLES FUENTES DE DATOS. PREDICCION DE MUTACIONES Y
SUPERVIVENCIA

La IA permite detectar relaciones que hasta entonces permanecian ocultas. Al integrar datos
clinicos (incluyendo imagenes radiolégicas), morfolégicos y gendmicos, es posible encontrar patrones
morfoldgicos en las preparaciones digitales, incluso en hematoxilina-eosina que se correlacionan con
determinadas mutaciones o con determinados datos clinicos o macroscopicos, expresion
inmunohistoquimica, etc., que hasta entonces eran desconocidos [36]. Por ello, cabe esperar un
impulso aun mayor en el uso de la hematoxilina-eosina, gracias a la Al, al ser una técnica tan asequible
y su alta coste-efectividad en el diagnostico.

La correlacién entre inmunohistoquimica (p. ej. distribucién subcelular o la cuantificacién objetiva
de su expresidon) y datos moleculares aumentard también nuestro conocimiento sobre vias
moleculares o de expresion génica [36].

En 2016, se describié Fusion GP como una herramienta basada en métodos bayesianas (no en
redes neuronales), que integraba multiples fuentes de datos (HE, expresiéon inmunohistoquimica de
receptores estrogénicos-RE y datos moleculares como mutaciones de genes en un nucleétido o
variantes en numero de copias de genes) para predecir la supervivencia y la respuesta a la
quimioterapia en cancer de mama, utilizando METABRIC como fuente de datos. Este sistema permitié
descubrir que los datos moleculares solo eran relevantes para la supervivencia en los tumores RE+,
mientras que en los tumores RE- el infiltrado de células inmunes jugaba un papel importante para
predecir la respuesta a la quimioterapia [47].

Combinando imagenes de inmunohistoquimica de Ki67 y CD8 en 469 muestras (TMA) de cancer
de estdbmago, se ha conseguido estratificar correctamente la supervivencia de los pacientes, mediante
CNN [12].

Se han realizado algunos estudios de prediccién de supervivencia en cancer de mama y cancer de
colon mediante IA aplicada a preparaciones digitales de HE, comprobandose que la IA es mas fiable
que el ser humano para clasificar los tumores en bajo riesgo o algo riesgo segun la supervivencia del
paciente a los 5 afnos [35].

En cancer de prostata, el indice ¢ para prediccion de supervivencia con modelos DL en HE fue de
0,697. En gliomas, se ha conseguido un indice c de hasta 0,754 [12].

Al detectar cambios o patrones, incluso los que el patélogo no puede percibir, se ha confirmado
que la IA aplicada a imagenes de HE puede predecir algunas mutaciones en neoplasias. De esta forma,
se ha utilizado IA para predecir algunas mutaciones en cancer de pulmdn no microcitico (EGFR, KRAS,
TP53, FAT1, SETBP1 y STK11) con AUC de 0,733 a 0,856 en preparacion digital («slide-leve») de HE [14];
la mutacion SPOP en cancer de préstata (AUC 074 a 0,86); y BRAF en melanoma [2,35].

En céncer de colon y cancer gastrico, es posible predecir la inestabilidad de microsatélites (MSI)
mediante deep learning, con un AUC de 0,89 (intervalo de confianza 0,88-0,92) y la red neuronal que
mejor ha funcionado en esta tarea ha sido ShuffleNet [26].

En gliomas, al integrar histologia y datos gendmicos en un uUnico modelo de prediccion de
supervivencia mediante DL, se ha conseguido mejor exactitud (0,801) que usando las variables
indicadas por la OMS (0,774) [2].
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Usando CNN en preparaciones de HE, Saltz y col. han desarrollado mapas de linfocitos
intratumorales (TIL) en 13 tipos de cancer y los han correlacionado con los datos moleculares y con la
supervivencia, lo que permite clasificar las diferentes neoplasias en subtipos, que se correlacionan con
la supervivencia de forma similar, incluso entre diferentes localizaciones [44].

Un enfoque interesante es el uso de algoritmos «pan-cancer» o «agnosticos del 6rgano» que son
capaces de predecir las alteraciones moleculares o genotipos en tumores de cualquier localizacién a
partir de la histologia. El estudio de Kather y col. incluye los siguientes apartados relevantes [26]:

e En el caso de adenocarcinomas, se comparé su eficacia en la deteccién de mutaciones en
TP53 (pulmén, mama, colon, estémago, prostata), BRAF (en colon y recto), KRAS (pancreas),
MTOR (estédmago), FBXW7 (pulmén y estémago), PIK3CA (mama y estdmago), MAP2K4
(mama), CTNNB1 (higado) y FOXA1 (prdstata). El sistema funciond especialmente bien en
cancer gastrico (AUC 0,66-0,78) y cancer colorrectal (0,65-0,76) [26].

e En carcinoma renal, en los tipos papilar y de células claras, se predijeron mutaciones en
multiples genes, incluyendo KRAS y PBRM, pero ninguna en el carcinoma croméfobo [26].

e Este algoritmo no fue capaz de predecir mutaciones en melanoma primario, pero si en
melanoma metastésico (FBXW7 y PIK3CA) [26].

e En carcinoma epidermoide de pulmén, apenas se detectaron mutaciones. En el carcinoma
epidermoide de cabeza y cuello, se predijo la mutacion en CASP8, mientras que en el
carcinoma de cérvix uterino (incluye carcinoma escamoso y adenocarcinoma), predijo las
mutaciones en TCERG1, STK11y AMER1 [26].

e Llas firmas génicas o subtipos moleculares de células neoplasicas e inflamatorias también
pueden ser predichas mediante histologia e IA, obteniéndose los mejores resultados en
adenocarcinomas de pulmén, colorrectal, mama y estémago. En pulmén, se predijo las firmas
de proliferacién (AUC 0,77), infiltraciéon por macréfagos (0,66) y por linfocitos CD8 (0,65). En
mama, los mejores resultados se obtuvieron en prediccion de tipo basal (AUC 0,85),
proliferacién (0,81), luminal A (0,75), HER2 (AUC 0,75). En general, los tipos moleculares de
TCGA se pudieron predecir en pulmoén, colorrectal y mama, con un AUC que oscilaba entre
0,74y 0,78 [26].

e La prediccion de la expresion inmunohistoquimica en cdncer de mama también fue posible,
con excelentes resultados en la expresion de receptores estrogénicos (AUC 0,82) y de
progesterona (AUC 0,74), pero mas discretos en HER2 (0,59-0,64) [26].

e Se obtuvieron resultados similares, pero no idénticos, al usar un método de aprendizaje
profundo débilmente supervisado en vez de anotaciones manuales de las regiones
tumorales. Las mutaciones en MAP2K4, MSH6, FLT3, PIK3R1 y ERBB2 se predijeron mejor con
el método débilmente supervisado [26].

e Elsistema es exportable a otros datos distintos a los de TCGA y ha sido validado en la cohorte
DACHS, ayudando también a predecir el Fenotipo metilador de islas CpG en el cancer
colorrectal [26].

Al poder disponer de mapas de prediccién que permiten detectar cudles son las areas tefidas con
HE que mas probabilidad tienen de asociarse con una mutacion determinada, es posible seleccionar
mejor las muestras y las dreas en las que deben realizarse estudios inmunohistoquimicos o
moleculares. Sin embargo, al comparar las éreas seleccionadas que predicen la misma mutacién, hay
una gran variabilidad y el ser humano no siempre es capaz de encontrar un patrén claramente visible.
En la figura 5, parece apreciarse que la mutacién de BRAF es mas probable en areas de diferenciacion
mucinosa y pobremente diferenciadas [26].

LIBRO BLANCO DE LA ANATOMIA PATOLOGICA EN ESPANA 2021 1 49



Grupo de Trabajo de Patologia Digital de la SEAP

Figura 5. Areas que obtuvieron mejor puntuacién en la prediccién de presencia (izquierda) o ausencia
(derecha) de mutacién BRAF en cancer de colon, en la cohorte de pacientes DACHS. Tomado de [26].
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La importancia de estos estudios de inferencia es su posible impacto en la reduccidn en el nimero
de estudios inmunohistoquimicos y moleculares necesarios, asi como la mejora de las clasificaciones
histolégicas y moleculares en neoplasias, al integrar y combinar mejor ambos datos [35].

REPOSITORIOS DE DATOS E IMAGENES UTILIZADOS EN EL ENTRENAMIENTO DE SISTEMAS DE IA
The Cancer Genome Atlas (TCGA)

Permite disponer de cohortes de pacientes con mas de 30.000 preparaciones digitales (en formato
SVS) y datos moleculares. Incluye 3.629 imagenes de sistema nervioso central, 3.281 preparaciones de
rindn, 3.222 de bronquio y pulmoén, o 3.111 preparaciones digitales de cdncer de mama, entre otros
datos.

Esta disponible en: https://portal.gdc.cancer.gov/repository

Genotype-TissueExpression (GTEx)

Proyecto sobre tejidos humanos normales. Incluye 25.713 preparaciones digitales (SVS), enlazadas
con 11 transcriptomas de 53 tejidos normales de 714 personas.

Disponible en: https://gtexportal.org/home/histologyPage

Human Protein Atlas

Proyecto iniciado en 2003 sobre tejido normal y patoldgico. Incluye 3 partes: Tissue Atlas, Cell Atlas, y
Pathology Atlas. Contiene mas de 25.000 anticuerpos diferentes, 10 millones de imagenes de
inmunohistoquimica, 82.000 imagenes de inmunofluorescencia. El atlas de patolégica incluye 5
millones de imagenes, con datos de expresion de ARNm.

Disponible en: https://www.proteinatlas.org/
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DACHS (‘Darmkrebs: Chancen der VerhiitungdurchScreening’/ Cancer de colon: oportunidades
para prevencion mediante cribado)

Coleccion de cancer de colon con mas de 10.000 pacientes alemanes incluidos desde 2003.

Se han incluido preparaciones digitales. Algunos trabajos han utilizado esta cohorte para correlacionar
los hallazgos en HE con el estado de inestabilidad microsatélite o MSI (n=379), de mutacién BRAF o el
fenotipo metilador de islas CpG (CIMP).

Informacién disponible en: http://dachs.dkfz.org/

The Stanford tissue microarray database (TMAD)
Coleccion de 4.153 preparaciones de 413 TMA, con un total de 73.332 pocillos.

Incluye multiples neoplasias, como sarcomas, carcinoma de mama o de vejiga, linfomas, GIST,
adenoma pleomorfo, etc.

Disponible en: https://tma.im/

CAMELYON17 challenge

Deteccidén de metastasis de cancer de mama en cancer de mama. Es una evolucion de CAMELYON 16
[17].

Contiene unas 1.399 preparaciones digitales con algunas anotaciones. No contiene datos
moleculares.

Esta disponible en varias direcciones web:

e https://camelyoni7.grand-challenge.org/

e GigaDB: http://gigadb.org/

e  https://drive.google.com/drive/folders/0BzsdkU4jWx9BaXVHSXRJTnplLZUOQ

e Baidu Pan: https://pan.baidu.com/s/TmlzSewImtEiscIPtTHGSywi#list/path=%2F

METABRIC
Céncer de mama. Acceso restringido, requiere solicitud previa.

Incluye 3 conjuntos de datos, con 564 preparaciones digitales, y en 543 muestras, expresiéon génica
con Illumina HT 12 y genotipado con Affymetrix SNP 6.0.

Informacién disponible en: https://ega-archive.org/studies/EGAS00000000098

HER2 Scoring
Incluye 100 preparaciones digitales de cAncer de mama tefiidas con HER2.

Disponible en: https://warwick.ac.uk/fac/sci/dcs/research/tia/her2contest/
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BreakHis

Colecciéon de 7.909 fotografias digitales (2.480 benignas y 5.429 malignas) de multiples tipos de
lesiones y neoplasias de mama (desde adenosis o tumor filodes hasta distintos tipos de carcinoma).

Disponible en: https://web.inf.ufpr.br/vri/databases/breast-cancer-histopathological-database-
breakhis/

BACH (BreAst Cancer Histology)

Céancer de mama. Incluye: A) Conjunto de 400 fotografias microscopicas de mama (normal, benigno,
carcinoma in situ y carcinoma infiltrante) a una resoluciéon de 0,42 pum/pixel. B) Conjunto de 30
preparaciones digitales con 10 anotaciones de diversas areas de interés [7].

Disponible en: https://iciar2018-challenge.grand-challenge.org/

HerlevDataset

Coleccion de 917 imagenes (fotografias) de citologia de cérvix uterino de Papanicolaou
convencional, con una resolucion de 0,201 um/pixel, recogidas por el Hospital Universitario de Herlev
(Dinamarca).

Disponible en: http://mde-lab.aegean.gr/downloads

TMA Thyroid

Coleccion de 14 imagenes TIFF de TMA tenidos con HE y otras 14 tefidas de inmunohistoquimica
BRAF V600E, de un total de 154 pacientes, con 616 pocillos.

Informacién disponible en: https://grand-challenge.org/challenges/

Lymphoma
Conjunto de 375 imagenes TIFF de HE images de 30 casos de linfoma.

Disponible en: https://ome.grc.nia.nih.gov/iicbu2008/lymphoma/index.html

PRODUCTOS COMERCIALES DE IA QUE HAN RECIBIDO EL MARCADO CE-IVD

La siguiente tabla incluye una relacién de productos comerciales de inteligencia artificial (sobre todo,
basados en deep learning) en anatomia patoldgica, indicando aquellos que han obtenido la
aprobacién de la Unién Europea (UE) para diagnéstico in vitro (CE-IVD) de acuerdo con la Directiva
98/79/EC que ya ha sido reemplazada por la regulacion EU 2017/746 [22]:
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Empresa Producto Objetivo Sitio web
Control de calidad, cribado, https://www.homepage.aetherai.com/
aetherAl aetherAl . - No .
cuantificacion, expresion IHQ. our-service
Al-
Afforia assisteddia | Enfermedades hepaticas y cancer No https://www.aiforia.com/industries-
gnostics (incluyendo préstata) clinical
(RUO)
800 MP Escaneado, anotacién
Bionovation FullyAutom e o http://www.bionovationimc.com/cp/ht
. . cuantificacion de preparaciones No
Biotech aticmicrosc . ml/?19.html
digitales
ope
INIFY® Delimita y cuantifica areas de
ContextVision ProstateScr . y , Si https://www.inify.com/
. carcinoma de préstata
eening
! . itoléai .
Datexim Cyto Crlbédo citologico en cancer de Si https://datexim.ai/cytoprocessor/
Processor cérvix
DeepDx- Detectar, cuantificar y graduar
DeepBio Inc. ProstateCo | areas con cancer de préstata en Si https://www.deepbio.co.kr/wwd/
nnect. preparaciones digitales
Inclusion de pacientes en ensayos .
Deep Lens VIPER ) u : pact 4 No https://www.deeplens.ai/viper
clinicos
https://deepathology.ai/our-
DeePathol io™ | Algori lizad No | [ Bsiraeeparnoiogy.aliour
eePathology | Studio goritmos personalizados o offering/deepathology-studio/
Genius™ . e . . .
. . Cribado citolégico en céncer de , https://www.nsmedicaldevices.com/ne
Hologic Digital . Si . .
. . cérvix ws/hologic-genius/
Diagnostics
Ibex Medical Galen™ Identificar areas sospechosas de Si https://ibex-ai.com/solutions/the-
Analytics Prostate cancer de prostata galen-platform/
Indica Labs HALO Al MOdl{lés ﬂ,e,XIbles de segmentacion No https://indicalab.com/halo-ai/
y clasificacion
Clasificacion histolégica en
Medmain PidPort tumores de estémago, colon 'y No https://pidport.medmain.com/
pulmén
Mindpeak BreastIHC fnia£;|flcaCIon IHQ en cancer de No https://www.mindpeak.ai/breastihc/
. . Céncer gastrointestinal, mamay .
Nucleai Nucleai prostata No https://www.nucleaimd.com/
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Empresa

Producto

Objetivo

Sitio web

Detectar, cuantificar y graduar

Paige areas con cancer de préstata en
Paige 9 . . P Si https://paige.ai/hospitals-and-labs/
Prostate preparaciones digitales. DL
débilmente supervisado
Esteatohepatitis y hepatitis viral.
PathAl PathAl Predecir mutaciones en HE en No https://www.pathai.com/news/
cancer de mama.
. Clasificacion de lesi . .
Proscia DermAl astricacion de leS|ones en No https://proscia.com/ai/
dermatopatologia
Médulos para cancer de colon,
- Pantheon ; . -
Qritive Al mama, prostata, metastasis No https://www.gritive.com/products
ganglionar y cuantificacién IHQ
Path PD- ; ;
le1 ?SP263) Cuantificacion de PD-L1 en cincer https://diagnostics.roche.com/global/e
Roche . , Si n/products/instruments/upath-pd-I11-
image de pulmén B ;
. sp263-image-analysis.html
analysis
. , https://techcyte.com/es/soluciones-
Techcyte Techcyte Plataforma de software. Citologia No . ‘,) £ Y ,/ :
digitales-de-patologia-celular/
- . (g https://www.tribvn-hc.com/en/digital-
. . Multiples médulos de andlisis de , . . B L -
Tribvn CaloPix . Si imaging-solutions-applications/image-
imagen -
analysis/
- Metastasis . . , https://visiopharm.com/app-
Visiopharm ) Detectar metastasis ganglionar Si . . .
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Vision ri itolégi n cancer https://wm-
West Medica ision Cyto Cllbédo citoldgico en cancer de Si .tt'ps A
Pap cérvix vision.com/en/product/pap

La web Analoglntelligence incluye una revisién disponible de las empresas «startups» dedicadas en
IA en patologia [6].

COMO IMPULSAR EL DESARROLLO DE IA EN PATOLOGIA

Aunque los resultados disponibles en el uso de IA en anatomia patolégica son muy convincentes
en algunas tareas o areas, aun existen algunas limitaciones y barreras que debemos conocer, para
buscar soluciones.
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Inconvenientes que clasicamente se han asociado ala lA

e Esnecesario disponer de un sistema completo de patologia digital [35].

e Una barrera tecnolégica mas que debemos superar [33].

e Escasa legislacion o normas nacionales e internacionales, incluyendo una consideracién
bioética especial (p. €]. en el uso de grandes volimenes de datos) [33].

e Eliminar puestos de trabajo o sustituir puestos especializados por otros mas generalistas [33].

e Menor desafio intelectual y menores oportunidades de tener experiencia en casos
complicados o que requieran un pensamiento critico [33].

e Las nuevas generaciones que adoptaran esta tecnologia convertirdn la especialidad en una
practica del uso de herramientas de |A [33].

e Es necesario un gran volumen de imdgenes anotadas para que un algoritmo funcione
correctamente y en patologia hay un volumen pequefo de imagenes bien anotadas [10,36].

e Si en casos desafiantes no hay acuerdo entre patélogos, ;como es posible entrenar redes
neuronales adecuadamente? [41]

e ;Como conseguir miles de imagenes para entrenar estos algoritmos con autorizacién de los
pacientes?

e Deep learning es una caja negra en la que no es posible conocer cémo se ha obtenido un
resultado [2,32].

e Se requiere gran capacidad de computacién para entrenar los algoritmos de deep learning
[41].

Todos estos potenciales riesgos del uso de IA pueden verse superados si consideramos las pruebas
que demuestran que la colaboracién entre el hombre y la maquina mejora el rendimiento de ambos
[33,36].

Para evitar la necesidad de anotar manualmente preparaciones digitales, los sistemas no asistidos
de IA pueden aprender de los hallazgos en las imagenes con grandes voliumenes de datos o es posible
desarrollar algoritmos especialmente disefados para facilitar la anotacion automatica de
preparaciones digitales [36].

Hay dos grandes tendencias para mejorar el entrenamiento de los sistemas de IA. La primera, es
depurar al maximo los datos que alimentan al sistema consiguiendo anotaciones perfectas,
preparaciones perfectas y controlando todo el proceso desde el principio (fijacion, tincién, montaje...)
hasta el fin (escaneado, seleccidn de expertos, anotacion manual...). La segunda es entrenar el
modelo con una enorme cantidad de datos que incluya toda la diversidad de datos reales y artefactos
posibles, para que el sistema aprenda a distinguirlos [2].

La combinacién de métodos de andlisis de imagen basados en el conocimiento de los expertos y
deep learning permite comprender mejor como funciona el sistema de IA e incluso permite obtener
mejores resultados que usando solo deep learning [32].

En general, muchos de esos temores tienen su origen en un desconocimiento de la tecnologia por
parte de quien debe tomar las principales decisiones [33].

Por ello, es esencial que la legislacién europea y espaiiola se adapte a la transformacién digital que
necesita la sociedad, marcando claramente los principios bioéticos que deben regir todo el desarrollo
y utilizacién de la IA en investigacion y en la practica clinica.

Ademas, las agencias reguladoras como las europeas sobre dispositivos médicos deben permitir
valorar de forma adecuada los nuevos dispositivos y soluciones basadas en IA, un camino que ya ha
empezado a recorrer la Food and Drug Administration (FDA), en EE. UU. [35].

La idea de herramientas de IA que sustituyan a patélogos no es realista. Los casos dificiles, sobre
todo en patologia poco frecuente, pueden ser resueltos por patélogos gracias a su experiencia de
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muchos afos, algo que dificilmente podré lograr la IA [35]. En resumen, el ser humano siempre serd
esencial para incorporar de forma inteligente la IA a la practica clinica y serd responsabilidad del
patdlogo seleccionar la herramienta de IA mas adecuada para un problema clinico determinado [36].

TECNICAS QUE AYUDA EN EL DESARROLLO DE HERRAMIENTAS DE INTELIGENCIA ARTIFICIAL
Imagenes sintéticas o artificiales

Algunos algoritmos de redes neuronales estan disefiados para crear nuevas imagenes a partir de
un conjunto de imagenes nuevas del mismo tipo. El sistema aprende la tincion empleada
(hematoxilina o inmunohistoquimica son las mas usadas), de la distribucién de los elementos y otras
caracteristicas, de forma que esas imagenes nuevas o artificiales son reconocidas como imagenes
naturales, incluso por patélogos expertos [36].

Esta solucién permite incrementar significativamente el nimero de casos disponibles, sobre todo
en patologia poco frecuente, y mejorar a su vez el entrenamiento de nuevos algoritmos.

Aprendizaje por transferencia del aprendizaje

Es frecuente reutilizar algoritmos que, inicialmente fueron utilizados (o «pre-entrenados») para
otros propésitos (p. e]. para localizar coches en fotografias) y adaptarlos para otros problemas (p. €j.
detectar si hay areas tumorales o de estroma en una regién). A menudo, se utiliza ImageNet, que es
una base de datos que contiene millones de imagenes muy diversas, de todo tipo de objetos. Este
método se llama aprendizaje por transferencia («transfer learning») [21,41].

Aumento de datos transformando las imagenes disponibles

Partiendo de imagenes ya etiquetadas, es posible aplicar a esas imagenes ciertos cambios que no
alteran su naturaleza (cambios de color, desenfoque, escalado, rotaciones, volteos, recortes, u otras
deformaciones), consiguiendo multiplicar de forma significativa el nimero de imagenes disponibles
[21,41].

Métodos que requieran muy poco esfuerzo para anotar imagenes

Con el fin de poder validar los algoritmos de IA en una gran cantidad de imagenes, en las que seria
imposible que los patélogos las anotaran manualmente (aprendizaje supervisado), se ha propuesto
como solucién clasificar automaticamente las imagenes segun los datos disponibles en el sistema de
informacion de anatomia patoldgica (SIAP) con métodos «débilmente supervisados» [41]. De esta
forma, cada preparacion tiene asociada una etiqueta de diagndstico (anotacion a nivel de paciente).
Este método se ha utilizado en 24.859 preparaciones de biopsias de cilindros de préstata, 9.962 de
biopsias de piel y 9.894 de metdstasis ganglionar de cancer de mama, sin corregir los posibles
artefactos de las preparaciones, consiguiendo un AUC mayor de 0,98 en la deteccién global de cancer,
e incluyendo preparaciones de multiples centros [10].

Validacion clinica

La validacién de un sistema de IA para su uso clinico requiere evaluar, de forma concienzuda, su
exactitud, reproducibilidad y rendimiento en diversas circunstancias (p. ej. con preparaciones
histoldgicas o citoldgicas de diversos centros), asi como un estudio de riesgo-beneficio y un andlisis de
costes, asi como definir cudl es el valor minimo de eficiencia o rendimiento que vamos a aceptar
[2,35].
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Es fundamental realizar una validacién interna en cada departamento, de las soluciones de IA, ya
que los algoritmos de IA solo estan entrenados con imagenes o datos de determinados centros. La
guia del Colegio Americano de Patélogos (CAP) sobre la validacién de algoritmos de IA solo incluye
referencias a las recomendaciones previas sobre algoritmos de andlisis de imagen. Aunque se puede
utilizar un sistema no aprobado por la FDA en el contexto clinico, son los responsables médicos del
departamento los que evaltan la viabilidad del sistema y si se usan, en los informes en los que aplique,
debe aparecer una exenciéon de responsabilidad que indique que el organismo regulador
correspondiente (FDA, UE) no ha aprobado el sistema para uso clinico, aunque este no es un requisito
previo para su utilizacién clinica. Sin embargo, el CAP recuerda que estos algoritmos solo estan
entrenados para problemas concretos (p.ej. deteccidn de lesiones epiteliales escamosas de cérvix) y si
se usan sin discriminacién, podemos dejar de detectar otras alteraciones, como infecciones por virus
herpes simple [11].

Una base de datos en internet recoge todos los productos de IA/ML aprobados por la FDA. A
principios de 2021 no incluia ninguna aplicacién de anatomia patoldgica, pero incluia mas de 35
soluciones para radiologia [25,49].

La Regulacién de la Unién Europea para dispositivos médicos in vitro no recoge instrucciones o
recomendaciones especificas para inteligencia artificial o aprendizaje profundo [22,34].

Aun no disponemos de estudios a gran escala randomizados y prospectivos sobre la fiabilidad y la
seguridad de los sistemas de IA, con un seguimiento clinico a largo plazo [2,37].

RECOMENDACIONES PARA EL ALMACENAMIENTO DE DATOS
Imagen

El sistema de almacenamiento de preparaciones digitales debe estar basado en soluciones abiertas
y en normas internacionales, que le permita interoperar con uno o varios sistemas de inteligencia
artificial. De esta forma, para entrenar los algoritmos de IA, no hara falta copiar o mover cientos o miles
de preparaciones digitales de un repositorio a otro, lo que facilitard el cumplimiento de la Regulacion
General Europea sobre Proteccion de datos (GDPR) [35].

Ademas de las recomendaciones ya indicadas en el Libro Blanco de la Anatomia Patoldgica en
Espafa 2015 para el almacenamiento en patologia digital [23], otras consideraciones de interés para el
desarrollo de nuevos algoritmos de IA son:

e Fomentar el uso de normas internacionales de formato de preparaciones digitales, como
Digital Imaging and Communications in Medicine (DICOM) [42].

e Utilizar un método de compresién de las imagenes (JPEG, JPEG2000, u otros) o de ahorro de
espacio de almacenamiento (eliminacién de areas sin tejido, transformar en imagenes de
mejor resolucién) que evita la pérdida excesiva de informacion, sobre todo en las imagenes
que se guardaran permanentemente, para que puedan ser utilizadas en futuros desarrollos.

e No asumir que todas las imagenes con patologia benigna o muy frecuente (lipoma,
apendicitis aguda, hernia inguinal...) pueden ser eliminadas del archivo permanente.

e No guardar Unicamente una preparacion digital representativa de cada caso.

e Utilizar tecnologia de almacenamiento a largo plazo con copias de seguridad, cuyos costes
sean asumibles, aunque su rendimiento sea inferior, segun las recomendaciones de cada
sistema de salud, que pueden ir desde el almacenamiento en la nube o instalaciéon en
servidores centrales, con una red de comunicaciones bien dimensionada para dar servicios a
todos los usuarios (anatomia patoldgica y otras especialidades médicas), sobre todo si se van
a utilizar redes privadas virtuales (VPN) para usuarios externos [42].
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Datos moleculares (NGS)

e Guardar los datos brutos que se obtienen del secuenciador de cada carrera de forma
indefinida [9].
e Almacenar localmente, para cada muestra, todos los demds datos durante al menos 2 afos,
incluyendo [9]:
« Informes de control de calidad
. Archivo de resultados (sin anotar ni filtrar)
« Informe personalizado
. Archivo de registro («/log») que contiene suficiente informacién para permitir una réplica
exacta de los resultados, de forma que pueda ser reproducido a partir de los datos
brutos del instrumento (es decir, detallando todos los comandos y versiones de
programas utilizadas en el estudio o «pipeline»)
e Planificar la conservacion digital de todos los datos almacenados, ya sea su propio centro, con
la ayuda del departamento de informética o con la de terceros [9].

APLICACIONES FUTURASDELAIA

La mayor potencia de cdlculo y almacenamiento de la préxima generacion de ordenadores
permitird una revolucién en la digitalizacién de imdgenes, permitiendo una digitalizacién de
preparaciones con muy alta resolucién (equivalente a objetivos 100x), con multiples capas en el eje Z
y con un espectro de luz mucho mas amplio, al permitir el uso de imdgenes multiespectrales e
hiperespectrales [32].

Esto permitird extender el uso de la tincién digital de las preparaciones, a la vez que veremos
nuevos métodos de microscopia para examinar el tejido ex vivo dentro del mismo bloque de parafina,
sin necesidad de microtomia, o integrando el analisis de imagen dentro de los sistemas de microtomia
automatizada. Estos pasos optimizaran los resultados obtenidos, al seleccionar qué bloques de
parafina deben ser seleccionados para microtomia y automatizar y perfeccionar procesos tan
manuales hoy dia.

Las herramientas de |A ayudaran en la normalizacién de caracteristicas histolégicas (p.ej. Gleason
en cancer de préstata o grado en cancer de mama) que hasta ahora manejamos como si fueran
compartimentos estancos, pero que biolégicamente deben considerar como algo continuo [37].

El desarrollo de la IA debe ser multidisplinar y orientado a resultados clinicos, teniendo en cuenta
las necesidades de patélogos, cirujanos, oncélogos y demas especialistas implicados en cada proceso
[37].

Aun estamos en la primera de las 3 fases en las que se cree que evolucionard la IA en anatomia
patoldgica [4]:

e Fase 1. La Inteligencia artificial es una herramienta mas del patélogo, con el fin de realizar de
las tareas mas penosas y repetitivas y mejorar la eficiencia de los patélogos, ayudando en los
conceptos de «patologia de precision» y medicina personalizada. No requiere grandes
cambios legislativos, pues la responsabilidad final es del patdlogo.

e Fase 2. En un futuro «préximoy, los sistemas de IA realizardn tareas hoy dia asignadas a los
patdélogos y tomardn sus propias decisiones, pudiendo elaborar auténomamente un informe
anatomopatolégico sin intervenciéon de un patélogo. Aun serd necesaria una validacion,
supervisién y control de calidad por el ser humano (human in the loop). La legislacién actual
no esta preparada para este escenario.

e Fase 3. Aunque auln es una posibilidad muy remota, los avances en IA y robdtica tedricamente
harian innecesaria la participacion de un patélogo (human out of the loop), ya que los sistemas
podrian funcionar de forma totalmente autéonoma. El futuro donde maquinas ejercen la
profesion de medicina es tan lejano hoy dia, que es demasiado pronto para pensar en
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posibles implicaciones éticas o legales, pues ain desconocemos en qué tecnologia se
basaran esos sistemas autbnomos o «patélogos 1A».

CONCLUSIONES

Hoy dia, las aplicaciones de |IA pueden ser utilizadas para problemas muy especificos, como la
deteccién automatica de algunos tipos de tumores o lesiones epiteliales escamosas en cérvix uterino,
pero su uso aun no estd generalizado por los costes de la transformacién digital y la escasez de
imagenes digitales, ya que el entrenamiento de los sistemas de IA requiere cientos o miles de
preparaciones digitales para cada algoritmo.

El futuro del uso de IA en anatomia patolégica es muy prometedor, por los excelentes resultados
que ya estan ofreciendo los sistemas basados en deep learning en tareas que pueden automatizarse,
como la deteccion de areas tumorales o con otras lesiones, la cuantificacion celular o de estructuras
como glomérulos, y la prediccion de expresiéon inmunohistoquimica o de alteraciones moleculares.
Aunque es previsible que las aplicaciones de la IA vayan expandiéndose en los préximos afios, todo
ello solo sera posible si los departamentos de anatomia patolégica adoptan la digitalizacién completa
de sus flujos de trabajo en patologia quirdrgica y citopatologia y se crean plataformas internacionales
con grandes repositorios de imagenes y datos que permitan desarrollar y entrenar nuevos algoritmos.
Ademas, la labor del patdlogo es y seguird siendo fundamental para conseguir crear grandes
repositorios de imagenes digitales bien clasificadas y diagnosticadas, que permitiran entrenar y
mejorar esos futuros sistemas inteligentes. De esta forma, el patélogo podra centrarse en labores mas
complejas, como el diagnostico de casos especialmente dificiles o la correlacion entre datos clinicos
morfoldgicos y moleculares.
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Implementacién de la secuenciacién
masiva dirigida en la actividad asistencial
de los servicios de anatomia patoldgica.
Un resumen tedrico con recomendaciones
practicas
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Anatomia Patoldgica-Laboratorio de Dianas Terapéuticas. Hospital Universitario HM Sanchinarro. Madrid.

INTRODUCCION

En las ultimas décadas, la medicina personalizada (o de precisiéon) ha supuesto una verdadera
revolucién en oncologia, debido a la posibilidad de seleccionar el tratamiento mas personalizado para
cada paciente en base a las alteraciones genéticas identificadas en sus muestras tumorales.
Seguramente, el cancer de pulmén no de célula pequefia (CPNCP) seria el mejor ejemplo de la actual
oncologia de precision, al ser uno de los tumores con mayor ndmero de dianas potencialmente
tratables [1,2].

La creciente necesidad de poder estudiar multitud de biomarcadores predictivos de manera
simultanea en cada paciente ha llevado a incorporar en la practica clinica la secuenciacién de préxima
generaciéon (NGS, del inglés next-generation sequencing) [3]. Aunque en la actualidad existen algunas
limitaciones por resolver, entre las que destacan la incorporacion de la NGS en el flujo de trabajo del
laboratorio, el costo de las pruebas y la optimizacidn de los tiempos de respuesta para la emision de
los informes de datos moleculares, la NGS esta demostrando ser una metodologia robusta capaz de
ofrecer una informacion relevante que mejora la atencién oncolégica de los pacientes con cancer [4],

[5].

DIFERENTES ABORDAJES DE LA METODOLOGIA DE SECUENCIACION MASIVA

En contrapartida a la secuenciacion del exoma completo (WES, del inglés Whole-Exome
Sequencing), secuenciacion del genoma completo (WGS, del inglés Whole-Genome Sequencing) o
secuenciacion del transcriptoma completo (WTS, del inglés Whole Transcriptome Sequencing), la
metodologia de secuenciacién masiva mas ampliamente implementada en la practica clinica real es la
secuenciacion masiva dirigida (SMD, en inglés Targeted Next Generation Sequencing). La principal
limitacion de la aplicacion de las secuenciaciones completas (WES, WGS y WTS) reside en que, aunque
son metodologias capaces de ofrecer mucha informacién, son técnicas demasiado caras en relacion
con el beneficio clinico actual que ofrecen al paciente oncolégico. Por el contrario, la SMD es capaz de
estudiar variaciones de un Unico nucleétido (SNVs, del inglés single nucleotide variants), inserciones y
deleciones (indels), variaciones en el nimero de copias (CNVs, del inglés copy number variations) y
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reordenamientos o fusiones génicas, en un numero limitado de genes de interés que varia en funcién
del panel utilizado (profundidad en anchura, del inglés breadth of coverage), convirtiéndose en la
metodologia mds coste-efectiva. Adicionalmente, la SMD ofrece una elevada profundidad de lectura
(del inglés, deep coverage) de las regiones diana que estudia y que se traduce en una elevada
reproducibilidad y robustez de resultados, afladido a un mayor limite de deteccién analitica (LOD, del
inglés limit of detection) de las variantes [6]. Por ultimo, esta aproximacién implica la obtencion mas
rdpida de resultados, asi como una interpretacién mas sencilla de los mismos [3].

LA SMD EN EL ESTUDIO DE BIOMARCADORES PREDICTIVOS PARA EL PACIENTE ONCOLOGICO

Cada servicio debera implementar el panel que mejor cubra sus necesidades respondiendo a
varias preguntas: (1) ;Puedo realizar la SMD dentro de mi institucidn o tengo que externalizar la
prueba?, (2) ;Qué plataforma (marca comercial) elijo? y (3) ;Qué panel nos conviene? Aunque el
desarrollo de los argumentos necesarios para contestar a estas preguntas no esta dentro de los
objetivos de este resumen, algunas consideraciones practicas pueden ayudar a tomar la decisién mas
sensata. Nosotros somos firmes partidarios de la realizacion dentro de cada institucion de su SMD,
pero un analisis de costes es fundamental para garantizar su sostenibilidad a medio y largo plazo.
Algunas publicaciones recientes han revisado las distintas marcas comerciales de SMD y es necesario
conocer con detalle las ventajas e inconvenientes de cada opcién (ver mas adelante). Por ultimo, la
eleccién del tamano del panel dependera del tipo de patologia que queramos estudiar y del tiempo
de respuesta y los costes que podamos asumir.

Figura 1. Flujo de laboratorio de la secuenciacién masiva dirigida. ADN: 4cido desoxirribonucleico;
ARN: acido ribonucleico; cADN: ADN copia; FFPE: tejido fijado en formol e incluido en parafina; H&E:
hematoxilina eosina; PCR: reaccién en cadena de la polimerasa; RT-PCR: reaccién en cadena de la
polimerasa con transcriptasa inversa.
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El desarrollo de la metodologia de SMD aplicada a la préctica clinica incluye cuatro etapas
principales: (1) seleccién de la muestra y extraccion de los acidos nucleicos, (2) generacién de las
librerias y amplificacién clonal, (3) secuenciacion y (4) andlisis de los resultados moleculares (figura 1)
[7]. Para la generacién de librerias, el material de partida debe ser fragmentado siendo posible utilizar
diferentes aproximaciones en funcién de la metodologia a desarrollar (fragmentacion mecanica o
enzimdtica).La etapa de amplificacion clonal de las librerias puede desarrollarse en base a las dos
principales aproximaciones metodoldgicas principalmente implementadas en los laboratorios de
anatomia patoldgica: amplificaciéon en puente (lllumina, San Diego, CA, USA) o PCR en emulsién
(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA). A nivel de la etapa de secuenciaciéon, ambas
aproximaciones también utilizan diferente base metodoldgica: en el caso de lllumina, secuenciacion
por sintesis que utiliza nucleétidos marcados cuya sefal fluorescente es capturada por camara tipo
CCD (del inglés, Charge-Coupled Device); para los paneles de ThermoFisher Scientific, nucledtidos sin
marcar, semiconductores no-6pticos y deteccién del cambio de pH. Aunque no existen comparativas
exhaustivas entre ambas metodologias, la experiencia de los diferentes laboratorios adquirida durante
los ultimos afos, describen fortalezas o ventajas para cada una de estas metodologias, entre las que
principalmente podemos destacar que Illumina permite identificar alteraciones «desconocidas» y
trabajar con paneles de genes mas grandes, mientras que ThermoFisher Scientific requiere menor
cantidad de material de partida y emite resultados moleculares con tiempos de respuesta mds cortos
[7]. Como principales debilidades cabe destacar que los secuenciadores de lllumina requieren una
concentracion de partida de &cidos nucleicos mas elevada y tiempos de respuesta mas largos,
mientras que los secuenciadores de ThermoFisher Scientific pueden generar artefactos de
secuenciacion tipo indel asociados a la presencia de regiones homopoliméricas en la muestra a
estudio [8].

TIPOS DE MUESTRAS PARA LA SMD

Los acidos nucleicos de partida se obtienen prioritariamente de muestras fijadas en formol e
incluidas en parafina (FFPE, del inglés Formalin-Fixed Paraffin-Embedded Tissue), englobando tanto las
muestras tisulares como los bloques celulares procedentes de muestras citoldgicas. En la primera
etapa de preparacidon de la muestra y extraccion de acidos nucleicos, es primordial la revision
exhaustiva de todo el material parafinado de cada paciente para la seleccion del bloque de parafina
mas adecuado en términos de porcentaje de celularidad tumoral (punto de corte 6ptimo: igual o
mayor al 30%) [9]. Segun las diferentes metodologias comerciales disponibles, los requerimientos de
acidos nucleicos de partida varian mucho, lo que puede influir en el porcentaje de resultados no
concluyentes para cada una de ellas. Para identificar fusiones tratables, el estudio del ARN es mas
sensible que la utilizacién exclusiva del ADN [10].

En aquellos pacientes en los que la muestra FFPE inicial es inadecuada, asi como en los pacientes
en progresion en los que no es posible la toma de una nueva muestra, una alternativa eficiente
incluye el estudio de biomarcadores en un nuevo tipo de muestra recientemente incorporada, la
«biopsia liquida». La definicién global de biopsia liquida incluye las células tumorales circulantes
(CTCs), exosomas, DNA libre circulante (cfDNA, del inglés cell free DNA), RNA libre circulante (cfRNA, del
inglés cell free RNA) y ARN plaquetario, aislados principalmente a partir de sangre (plasma) pero
también de orina, liquido pleural, liquido cerebroespinal y saliva, entre otros [11].Las metodologias de
secuenciacion masiva aplicadas sobre muestras de biopsia liquida requieren desarrollar
profundidades de lectura mucho mayores en comparacion a la secuenciaciéon masiva sobre tejido. En
consecuencia, conlleva un mayor LOD para estas metodologias pero siendo imprescindible incorporar
codigos de barras que nos ayuden a diferenciar errores de la secuenciacion de la presencia de
variantes reales [11]. A nivel de limitaciones, los resultados falsos negativos pueden ser debidos
ademas de a factores técnicos, a una escasa representacion de acidos nucleicos circulantes
generalmente en consecuencia de una limitada carga metastasica del paciente. En contrapartida, los
resultados falsos positivos estan relacionados con el fenédmeno de hematopoyesis clonal, pero
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también al intento de aumentar la sensibilidad de la técnica para detectar mutaciones con una baja
frecuencia alélica (menor del 1%) [12].

PANELES DE SMD APROBADOS POR LA FDA

El panel Oncomine Dx Target test (ThermoFisher Scientific) fue el primer test de tipo companion
diagnostic (CDx) aprobado por la agencia regulatoria de Estados Unidos (FDA, del inglés Food and
Drug Administration) en junio del 2017 para el CPNCP [13]. Este panel estudia de manera simultanea
ADN, para evaluar la presencia de SNVs y deleciones en 23 genes, y ARN para el estudio de fusiones, y
esta optimizado para su uso en muestras parafinadas. El detalle actual de biomarcadores para los que
tiene aprobacion, incluye: BRAF (V600E), EGFR (deleciones exon 19 y L858R), ROS1 (fusiones) y RET
(fusiones) [14].

En noviembre del 2017 consiguieron la aprobacién por la FDA dos paneles, Integrated Mutation
Profiling of Actionable Cancer Targets (IMPACT) del Memorial Sloan Kettering (MSK-IMPACT) y el panel
FoundationOne CDx (F1CDx), de Foundation Medicine (Cambridge, MA, USA) [15]. El panel MSK-
IMPACT estudia SNVs, indels, CNVs, fusiones e inestabilidad de microsatélites (MSI, del inglés
microsatellite instability) en 468 genes, secuenciando de manera simultdnea, tanto muestra tumoral
como normal de cada uno de los pacientes a estudio. El panel F1CDx detecta SNVs, indels, CNVs y
reordenamientos en 324 genes, ademas de MSI y carga mutacional (TMB, del inglés tumor mutational
burden). En la actualidad, el panel TruSight Oncology 500 (TSO 500) de lllumina se encuentra
pendiente de aprobacién por la FDA [16]. Este panel estudia SNVs e indels en 523 genes, asi como
fusiones y variantes de splicing en 55 genes. Adicionalmente informa de los resultados de MSI y TMB.

A nivel de paneles optimizados para muestras no invasivas como la biopsia liquida, a finales de
2020 fue aprobado el panel FoundationOne Liquid CDx (Foundation Medicine), como companion
diagnostic en CPNCP, cancer de préstata, mama y ovario para diferentes biomarcadores detectados en
cfDNA aislado de plasma [17]. Este panel permite el estudio de la presencia de SNVs e indels en 311
genes, CNVs en BRCAT, BRCA2 y ERBB2 y reordenamientos en ALK, BRCA1 y BRCA2, ademas de emitir
la informacion relativa aMSI y bTMB (blood-TMB). Previamente, en agosto de 2020, el panel
Guardant360 CDx (Guardant Health; Redwood City, CA, USA) también conseguia su aprobacién por la
FDA [18]. Por su parte, este panel ofrece la posibilidad del estudio de SNVs e indels en 74 genes, CNVs
en 18 genes, fusiones en 6 genes y MSI.

CONTROL DE LA CALIDAD EN LA SMD

El control de la calidad de los procesos de laboratorio relacionados con la SMD es un punto de vital
importancia. La recomendaciéon en Espafa incluye la incorporacién del laboratorio a la norma
ISO9001, asi como la correspondiente acreditacion de estos procesos bajo la NORMA UNE-EN
ISO15189, que engloba tanto la parte de gestion como la parte técnica con los requisitos a nivel de
personal, instalaciones, equipos, procedimientos e informes. Asi mismo, como parte de las actividades
que garantizan la calidad global del procedimiento de SMD en los laboratorios, es aconsejable la
participacién en programas de calidad externos como el promovido por la European Molecular Quality
Network-EMQN [19], que evaluan tanto la capacidad técnica de la SMD, como la identificacion y
correcta interpretacién de variantes con utilidad clinica.

DISCUSION DE LOS RESULTADOS DE LA SMD

El mayor potencial de aplicacion de la SMD en la practica clinica se alcanza mediante el desarrollo
de comités moleculares de tumores (MTB, del inglés molecular tumor boards) tanto intra- como inter-
laboratorio [20,21]. Los MTBs intra-laboratorio tienen como objetivo principal la interpretacion final de
las variantes identificadas en la SMD en las diferentes bases de datos disponibles, asi como su
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integracion con la informacién anatomopatolégica, clinica y radioldgica disponible. En la tabla 1 se
resumen algunas de las principales bases de datos publicas destinadas a la busqueda, clasificacion e
interpretacién de variantes. Los resultados moleculares obtenidos para los diferentes biomarcadores
deberan reflejarse en el informe de resultados de la SMD junto con las conclusiones relevantes en el
contexto del tumor de cada paciente oncoldgico. Por su parte, en el MTB inter-laboratorio estaran
implicados profesionales en representacion de los diferentes servicios hospitalarios que participan en
el manejo del paciente oncoldgico. Desde este punto de vista multidisciplinar, su principal objetivo se
centra en el consenso de recomendaciones de tratamiento para cada uno de los pacientes en base a
su informacién molecular y a escalas de accionabilidad, como ESCAT de la Sociedad Europea de
Oncologia Médica (del inglés ESMO Scale for Clinical Actionability of Molecular Targets), que simplifican
a la vez que estandarizan la eleccién del tratamiento dirigido [22].

Tabla 1. Principales bases y metabases de datos publicas destinadas a la busqueda, clasificacion e
interpretacién de variantes.

cBioPortal www.cbioportal.org

Cancer Genome Interpreter https://www.cancergenomeinterpreter.org/home

Catalogue of Somatic Mutation in Cancer (COSMIC) | http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic

Clinical Interpretation of Variants in Cancer (CIViC) www.civicdb.org

ClinVar https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/
Database of Curated Mutations (DoCM) http://docm.info/

Jackson Laboratory http://ckb.jax.org

Molecular Tumour Board Portal https://www.mtbp.org/
MyCancerGenome Www.mycancergenome.org

Precision Medicine Knowledgebase (PMKB) http://pmkb.weill.cornell.edu/
OncoKB www.oncokb.org/

The variant interpretation for cancer consortium

https://search.cancervariants.org/#*
meta-knowledgebase
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OBJETIVO DE LAS GUIAS DE CONSENSO

El avance en la investigacién en el drea de patologia oncohematoldgica aporta continuamente
nuevos marcadores con potencial valor diagnéstico, prondstico y predictivo de respuesta a terapias
dirigidas. Es tarea del hematopatélogo conocer y participar activamente en este avance asi como
incorporar gradualmente en su practica diaria aquellos marcadores que se validen en el ambito clinico
[1]. No obstante, la evidencia disponible en la literatura basada en ensayos clinicos y estudios
observacionales (niveles de evidencia | y Il) acerca de la aplicabilidad de marcadores diagndsticos en el
campo de la hematopatologia es escasa y se requiere con frecuencia un consenso de expertos en la
materia para generar documentos de recomendaciones sobre aspectos relacionados con diagnéstico
en hematopatologia [2,3].

Asi, la principal finalidad de estas guias es servir al patdlogo general, hematopatélogo y
hematdlogo dedicado al diagnostico el producto de la evidencia disponible filtrado por un comité de
expertos que matizan las recomendaciones en funcién, esencialmente, de la aplicabilidad de la
técnica y de su relevancia clinica. Se deriva de esto que las guias definen el catdlogo de técnicas
diagnosticas que se deben utilizar en un laboratorio de hematopatologia y la forma en que se
integran en el proceso diagndstico. Adicionalmente se incluyen recomendaciones especificas sobre
otros aspectos menos técnicos del proceso diagndstico como la interpretacién de patrones
histopatolégicos y consideraciones sobre los criterios utilizados en el diagnéstico de cada entidad,
segun la clasificacién vigente, de la OMS y su aplicacién cotidiana [4,5].

Aunque es indudable que la terapia de cada paciente y su prondéstico depende en buena medida
del diagnéstico histopatolégico y de algunos de los marcadores complementarios utilizados en este
proceso, la decisidon acerca de la mejor terapia para cada paciente se debe tomar en comités
multidisciplinares [2]. Existen toda una serie de marcadores bioldgicos clinicos (por ejemplo, edad del
paciente y estadificacion), esenciales en muchos casos en la identificacién de la mejor terapia para
cada caso, que se deben valorar en conjunto con los datos histopatolégicos y moleculares en la toma
de decision clinica. A este respecto existen guias clinicas de referencia [3]. Asi, el objetivo al desarrollar
estas guias de consenso a nivel nacional es normalizar la aplicacion de los criterios diagnésticos y los
métodos complementarios empleados en el mismo en patologia oncohematolégica linfoide.

Especificamente se pretende que las guias aqui desarrolladas provean:

e Recomendaciones acerca de los métodos Optimos de obtencidn de muestras para
diagnéstico y el uso y procesamiento adecuado de las muestras e incorporaciéon del
excedente a biobancos.
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e Orientacion del catdlogo de técnicas de uso clinico en el dmbito del diagnéstico
hematopatoldgico (estudio morfoldgico, inmunohistoquimico y de citometria de flujo, FISH y
moleculares). Recomendaciones acerca de condiciones técnicas y de interpretacion 6ptimas.

e Orientacién acerca del abordaje diagnéstico éptimo en el ambito de la hematopatologia con
énfasis en los criterios diagndsticos vigentes, diagnéstico diferencial y potenciales errores
diagnésticos.

e Indicacién de marcadores diagnosticos de utilidad prondstica y con potencial caracter
predictivo de respuesta a terapia.

METODO DE GENERACION DE LAS GUIAS

Un grupo de ocho hematopatélogos expertos (Santiago Montes Moreno, Juan Fernando Garcia,
Manuela Mollejo Villanueva, Maximo Fraga, Antonio Martinez, Maria Rodriguez Pinilla, José Luis Villar,
Empar Mayordomo Aranda), tres hematoélogos especialistas en diagnéstico hematolégico (Ramén
Garcia Sanz, Maria Rozmédn y Ana Batlle) y un médico oncélogo especialista en patologia
hematolinfoide (Mariano Provencio) realiza una revisiéon exhaustiva de la literatura disponible y
genera unos documentos tipo con capitulos dedicados a apartados generales y capitulos especificos
para cada entidad nosoldgica. Al final de cada capitulo se derivan unas recomendaciones especificas.
Los niveles de evidencia son los utilizados por la US Agency for Health Care Policy and Research (véase
tablas 1y 2).

Estos documentos se revisan en conjunto por el grupo redactor. Las recomendaciones producto
de estos documentos revisados se someten a consenso por el grupo redactor utilizando un sistema de
votacion sobre un cuestionario. Las opiniones sobre cada item se miden utilizando una escala Likert
de 4 puntos oscilando desde «<muy de acuerdo» a «muy en desacuerdo». El consenso se define como el
apoyo de mas del 70% de los expertos a un elemento, habiendo respondido con «<muy de acuerdo» o
«de acuerdo». El documento final incluye el texto principal de cada capitulo y las recomendaciones
finalmente consensuadas especificas de cada capitulo al final del mismo.

El documento guia se revisard y actualizara con una periodicidad bienal.

Tabla 1. Niveles de evidencia.

la Evidencia obtenida de meta-analisis de ensayos clinicos randomizados.

b Evidencia obtenida de al menos un ensayo clinico randomizado.

Evidencia obtenida de al menos un ensayo bien disefiado, no randomizado, incluyendo

lla . .
ensayos en fase Il y estudios de tipo caso-control.

Evidencia obtenida de al menos un ensayo de otro tipo, bien disefiado, cuasiexperimental,

b . . . - . . .
por ejemplo estudios no intervencionistas, incluyendo estudios observacionales.

Evidencia obtenida de estudios descriptivos no experimentales bien disefiados. Evidencia
] obtenida de metaanalisis o ensayos clinicos randomizados o estudios de fase Il publicados
s6lo como resumen a congreso.

Evidencia obtenida de informes de comités de expertos u opiniones y/o experiencia clinica
de autoridades en el campo.
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Tabla 2. Grados de recomendacion.

Recomendacién basada en al menos un ensayo clinico

Grado A. Evidencia nivel la, Ib randomizado de buena calidad y consistencia, enfocado

especificamente en la recomendacion.

Recomendacién basada en estudios bien planificados pero

Grado B. Evidencia nivel lla, lib, 111 no ensayos clinicos randomizados acerca del tema de la

recomendacion.

Grado C. Evidencia nivel IV

Evidencia basada en informes de comités de expertos y/o
experiencia clinica de autoridades en el tema.
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BIOPSIA DE TEJIDO

La biopsia de tejido es necesaria para establecer el diagndstico de procesos linfoproliferativos,
especialmente en los casos con afectacién ganglionar predominante o no leucémicos. La biopsia no
s6lo permite establecer un diagnoéstico de linfoma sino establecer el tipo histoldgico especifico segun
la clasificacion vigente [4,5], generar informacidn prondstica y eventualmente orientar la terapia.
Asimismo, el material excedente diagnéstico, adecuadamente procesado, se podra incorporar a los
biobancos de tejido para futuros usos en investigacion biomédica. Es preciso obtener consentimiento
informado del paciente para los diferentes procedimientos requeridos (obtenciéon de la muestra,
incorporacion de la misma al Biobanco, etc.). Es responsabilidad del clinico obtener estos
consentimientos informados del paciente.

En todos los casos, la muestra debe acompainarse de una hoja de solicitud de estudio
anatomopatoldgico con un breve resumen de los antecedentes del paciente debiéndose especificar la
sospecha diagndstica, el origen de la muestra y la hora de extraccién. Los datos de indole
hematoldgica relevantes en la orientacién diagndstica del caso deben incluirse en todo caso en la hoja
de solicitud si no estan accesibles en red en el centro en cuestion.

BIOPSIA DE ADENOPATIA. TIPOS DE MUESTRAS

La biopsia de adenopatias en un paciente con sospecha de proceso linfoproliferativo debe ser
suficiente para realizar los siguientes estudios:

e Andlisis de la morfologia en muestras fijadas en formol e incluidas en parafina (FFIP).

e Estudios de inmunohistoquimica en muestras FFIP.

e Estudios de citometria de flujo (CMF) de material en fresco. Si no es posible hacer llegar la
muestra en condiciones al laboratorio de CMF se debe considerar disgregar la muestra e
incluir en fijador previo al envio.

e Andlisis de FISH a partir de improntas de tejido o tejido FFIP.

e Estudios moleculares (analisis de clonalidad linfoide mediante PCR, PCR cuantitativa y
similares, secuenciacion) a partir de ADN extraido de la muestra. La mayoria de los analisis
moleculares basados en amplificacion del ADN se pueden realizar a partir de tejido FFIP
aunque la calidad del ADN de partida es significativamente inferior al del extraido de
muestras en fresco/congeladas.
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e Estudios de citogenética a partir de muestras en fresco.

Tipos de muestra:

1. Biopsia escisional/incisional de la adenopatia o tejido extraganglionar afecto: Es el
método de eleccion y debe de ser el método utilizado siempre en los casos de adenopatias
superficiales/palpables. En aquellos pacientes con adenopatias profundas no accesibles a la
palpacién o que por su localizaciéon tienen mayor riesgo quirdrgico, la aproximacién
dependerd de la situacion del paciente, de la sospecha diagnéstica, del tamafio asi como de
la adherencia a planos profundos®.

* En el caso de masas en mediastino anterior para realizar un correcto diagnostico es
necesario realizar una mediastinoscopia con biopsia incisional (la rentabilidad de las
muestras de puncidn obtenidas mediante EBUS (ecobroncoscopia) para el diagnéstico de
procesos hematoldgicos es en general bajo) o en su defecto, una biopsia-trucut con aguja
gruesa (14-16 G). En el caso de adenopatias retroperitoneales o intraabdominales, ante un
paciente con situacion clinica que permita afrontar la cirugia se realizard una
laparoscopia/laparotomia con toma de biopsia escisional/incisional. En caso de que la
situacion clinica del paciente no permita una cirugia (por situacién general, comorbilidades,
coagulopatia etc.) o el diagnéstico de linfoma sea poco probable, se realizard una BAG
(biopsia con aguja gruesa)-trucut.

2. Biopsia con aguja gruesa (BAG): Es la aproximacién a utilizar en aquellos casos en los que el
diagnostico de linfoma NO sea probable o que en caso de que la sospecha sea linfoma no se
pueda realizar una biopsia incisional/escisional por la situacién clinica del paciente. Siempre
que sea posible, se obtendran 6-8 cilindros con una aguja de 14-16G. En estos casos el
estudio de la muestra de BAG debe incluir siempre, ademas del estudio morfoldgico, técnicas
auxiliares (citometria de flujo, inmunohistoquimica, andlisis de reordenamientos mediante
FISHy, en situaciones concretas, analisis de clonalidad linfoide By T).

3. Puncion aspiracion con aguja fina (PAAF): A pesar de la relativa facilidad y el reducido
numero de complicaciones que presenta la PAAF (dirigida o no mediante técnicas de
imagen), debido al escaso rendimiento diagnéstico, esta prueba NO debe de realizarse para
el diagnéstico inicial de un paciente con adenopatias de posible origen neoplasico linfoide
[2]. No obstante, puede ser suficiente para establecer un diagnéstico de recidiva [6-10].
Igualmente es de utilidad como medio para orientar el manejo del paciente con baja
sospecha de proceso neoplasico linfoide.

Una vez realizada la biopsia, la muestra sera idealmente remitida en fresco inmediatamente al
laboratorio de anatomia patolégica donde el patélogo se encargara de procesar y derivar con caracter
urgente a los laboratorios pertinentes para los estudios especiales que requieran muestra en fresco
(citometria de flujo, FISH en improntas, molecular y microbiologia si procede) y biobanco de tejidos.
Para una buena preservacion del tejido, el intervalo transcurrido entre la toma de biopsia y su
procesamiento no debe ser superior a 30 minutos. Si no es posible asegurar que la muestra se va a
procesar en este tiempo se sumergira intacta en formol tamponado y se enviara de la forma
habitual al servicio de anatomia patolégica.

Las muestras de biopsia incisional/escisional asi como BAG destinadas a estudio histopatoldgico se
deben fijar en formol tamponado que permite la realizacion posterior de estudios morfoldgicos,
fenotipicos, de hibridacion in situ y moleculares. Las muestras escisionales se deben procesar
adecuadamente para asegurar una fijacion homogénea (secciones de 2-5 mm de grosor
perpendiculares al eje mayor del ganglio linfatico). Para evitar problemas de reactividad
inmunohistoquimica se debe evitar la sobrefijacion (por ejemplo, mas de 24 horas en formol o mas de
4 horas en zinc formalina o B5 [11]).
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La congelacion de las muestras con destino biobanco o analisis molecular se debe realizar en
condiciones estandar:

e Criomoldes con medio OCT que proteja la muestra.
e Inmersion en isopentano o nitrégeno liquido a -80°C.
e Almacenaje a -80°C hasta su uso.

MEDULA OSEA

La muestra de aspirado de médula ésea, en conjunto con los hallazgos clinicos y en sangre
periférica pueden ser suficientes para el diagnostico de algunos procesos linfoproliferativos,
particularmente aquellos con manifestaciones leucémicas (por ejemplo, leucemia linfocitica crénica,
leucemia de células grandes granulares, tricoleucemia, entre otros). No obstante, en los casos de
proceso linfoproliferativo de localizacién ganglionar o visceral/6sea las muestras obtenidas de médula
Osea (aspirado o cilindro de médula dsea de cresta iliaca) no son suficientes para el diagnéstico inicial
de proceso linfoproliferativo y es preciso obtener una muestra de la localizaciéon primaria de la
neoplasia.

BIOPSIA DE MEDULA OSEA

El papel de la biopsia-cilindro de médula 6sea en el diagnostico y estadiaje de los procesos
linfoproliferativos esta bien establecido [2]. La biopsia cilindro se debe obtener idealmente de la cresta
iliaca posterior o anterior y tener una longitud de al menos 1,5 cm. Microscépicamente la muestra de
biopsia debe contener entre 7 y 10 areas intertrabeculares. Es preferible tener en cuenta este criterio
en lugar de la longitud del cilindro (al menos 1,5 cm segun la OMS) pues la localizacion subcortical de
algunas biopsias o una toma de muestra tangencial a la superficie del hueso puede limitar la
representatividad a pesar de tener una longitud de 1,5 cm.

La muestra se puede fijar en medios de formol al 4% o mezclas de formol y B5 u otras, aunque
estas Ultimas requieren de un procesamiento adecuado de los residuos peligrosos. La fijacién en
formol al 4% permite el uso de posteriores técnicas de inmunohistoquimica y moleculares [2].
Posteriormente a la fijacién en formol la muestra se debe decalcificar (EDTA, mezclas de formol y dcido
férmico, etc.) e incluir en parafina.

Las secciones del bloque de parafina se deben tefir con HE (secciones seriadas) y reticulina por
defecto [2]. La tincidon de Giemsa puede ser de utilidad en determinadas circunstancias, asi como el
PAS y tinciones de hierro (Perls). El panel de inmunohistoquimica se debe solicitar en funcién de la
sospecha basada en el analisis morfolégico.

ASPIRADO DE MEDULA OSEA

La muestra de aspirado de MO es util para andlisis morfoldgico, citometria de flujo,
inmunocitoquimica, citogenética convencional, FISH y PCR. La muestra obtenida se puede procesar en
fresco en medio anticoagulante o bien fijar en formol tamponado y generar posteriormente un
bloque tras FFIP (fijacion en formol e inclusion en parafina).

PIEZA DE ESPLENECTOMIA

La esplenectomia diagndstica es una técnica en desuso en la actualidad debido a la mejora en las
técnicas de caracterizacion fenotipica de las poblaciones linfoides en SP y MO. No obstante, existe un
subgrupo de pacientes que son sometidos a esplenectomias diagndsticas-terapéuticas en el contexto
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de enfermedades hematoldgicas. El procesamiento de la pieza de esplenectomia es equivalente al de
la biopsia escisional de ganglio linfatico. Se recomienda aislar de entrada areas representativas del
parénquima esplénico y ganglio linfatico hiliar de 2 mm de grosor para asegurar una fijacion éptima
de la muestra.

RECOMENDACIONES

1.

10.

Bajo ningun concepto debe utilizarse la PAAF (Puncion-aspiracién con aguja fina) para el
diagnéstico inicial de un paciente con adenopatias de posible origen neoplasico linfoide (el
rendimiento diagndstico es muy bajo y existe riesgo de desvirtuar una muestra necesaria
para una biopsia posterior). No obstante, puede ser suficiente para establecer un diagndstico
de recidiva (Grado C, nivel de evidencia IV).

La biopsia escisional/incisional de la adenopatia o tejido extraganglionar afecto es el método
de eleccién para el diagnéstico inicial de los casos con sospecha de proceso linfoproliferativo.
En los casos en que por la situacién clinica del paciente se realice una BAG (Biopsia con aguja
gruesa) el estudio de la muestra de BAG debe incluir siempre, ademas del estudio
morfoldgico, técnicas auxiliares (citometria de flujo, inmunohistoquimica, analisis de
reordenamientos mediante FISH y, en situaciones concretas, andlisis de clonalidad linfoide By
T) (Grado C, nivel de evidencia IV).

En todos los casos, la muestra debe acompanarse de una hoja de solicitud de estudio
anatomopatoldgico con la sospecha diagnostica, el origen de la muestra, los datos clinicos y
de laboratorio relevantes y la hora de extraccién (Grado C, nivel de evidencia V).

La muestra de tejido sera idealmente remitida en fresco inmediatamente al laboratorio de
anatomia patologica donde el patélogo se encargard de procesar y derivar con caracter
urgente a los laboratorios pertinentes para los estudios especiales. (Grado C, nivel de
evidencia IV).

Las muestras de biopsia incisional/escisional asi como BAG destinadas a estudio
histopatoldgico se deben fijar en formol tamponado que permite la realizacién posterior de
estudios morfolégicos, fenotipicos, de hibridacion in situ y moleculares. (Grado C, nivel de
evidencia IV).

Si se dispone de una cantidad de tejido limitada se debe priorizar el anélisis morfolégico y
fenotipico basico a las técnicas de analisis citogenético (FISH) o molecular o inclusién de
muestra en biobanco. (Grado C, nivel de evidencia IV).

El estudio citogenético de elecciéon en muestras de tejido o improntas es FISH. (Grado C, nivel
de evidencia IV).

En la mayoria de los casos de proceso linfoproliferativo (aquellos de localizacién ganglionar o
visceral/6sea) las muestras obtenidas de médula 6sea (aspirado o cilindro de médula ésea de
cresta iliaca) no son suficientes para el diagnéstico inicial de proceso linfoproliferativo y es
preciso obtener una muestra de la localizaciéon primaria de la neoplasia. (Grado C, nivel de
evidencia IV).

Se debe realizar una biopsia de médula ésea de estadiaje en todos los casos con diagnéstico
de proceso linfoproliferativo de localizacion ganglionar o visceral. (Grado C, nivel de
evidencia IV).

La biopsia-cilindro de médula 6sea debe contener al menos 7 espacios intertrabeculares, con
una longitud aproximada de 1,5 cm. (Grado C, nivel de evidencia IV).
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INTRODUCCION

Como en cualquier otro campo de la patologia, un examen histopatoldgico sistematico del tejido,
usualmente tefido con hematoxilina y eosina, resulta clave para la elaboracién de un diagnéstico
diferencial adecuado. En algunos casos permite por si solo emitir un diagnéstico, aunque suelen ser
necesarios estudios adicionales, especialmente en el caso de patologia neoplasica. Como siempre, es
esencial para la correcta orientacién diagnostica el conocimiento del contexto clinico del paciente.

El estudio histopatoldgico requiere el conocimiento de los compartimentos normales y su
composicién celular, a fin de valorar primero la arquitectura, para obtener una impresiéon general vy,
posteriormente, analizar las caracteristicas celulares. Por ello, en este capitulo revisaremos
brevemente los compartimentos que deben ser examinados de forma sistematica durante el estudio
histopatoldgico de ganglio linfatico, bazo y médula 6sea. Si el resultado orienta con mayor o menor
probabilidad hacia una neoplasia linfoide, pueden consultarse los capitulos de esta guia dedicados a
criterios diagnésticos especificos y diferenciales de las diversas entidades.

GANGLIO LINFATICO

El examen de las preparaciones sin microscopio puede ofrecer ya algunas pistas que nos guien en
el estudio microscopico posterior, tales como si el ganglio se encuentra agrandado, si la apariencia es
uniforme o heterogénea, si se observan ndédulos de tamano desproporcionado, si la coloracion es
monotona o existen areas diferentes, etc.

Una vez al microscopio, se debe explorar la totalidad de la estructura del ganglio, preferiblemente
con un objetivo de bajo aumento tipo 2x. Veremos si la arquitectura se encuentra conservada o si, por
el contrario, existe un borramiento difuso o una alteracion focal de la misma. Posteriormente, con
mayor aumento, atenderemos a aquellas areas en que encontremos algo llamativo o anormal y
revisaremos el resto de compartimentos ganglionares. Debemos ir consignando las alteraciones que
encontremos porque nos servirdn de ayuda para la elaboracién del diagnéstico.

De forma sistematizada, los compartimentos que debemos evaluar son:
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Tejido periganglionar y capsula del ganglio linfatico.

Se debe examinar el tejido periganglionar, por si existiese infiltracion del mismo por alguna
proliferacién linfoide u otro tipo de proceso. También la capsula, que debe ser fina y uniforme, debe
ser examinada para descartar cualquier proceso infiltrativo, engrosamientos, prolongaciones fibrosas
hacia el interior del ganglio, etc.

Foliculos linfoides.

Podemos observar foliculos primarios, en forma de ndédulos densos constituidos por linfocitos
pequenos del tipo de la zona del manto, y/o foliculos secundarios, con centros germinales rodeados
por un anillo de células del manto. Los centros germinales pueden aparecer hiperplasicos o, por el
contrario, involucionados o regresivos. Hay que prestar atencién a la composiciéon celular de los
mismos, que ha de ser polimorfa (centrocitos, centroblastos, macréfagos con cuerpos tingibles...), asi
como a la existencia o no de polarizacién, etc.; este tipo de caracteristicas ayudan a distinguir
hiperplasias de linfomas foliculares. En diferentes situaciones patoldgicas, la zona del manto puede
estar expandida, atenuada. Con respecto a la zona marginal, en condiciones normales solo estd
presente en el bazo y en ganglios mesentéricos, por lo que en ganglios periféricos su existencia
siempre indica alguna alteracidn, ya sea de tipo reactivo o neoplasico.

Area paracortical o interfolicular.

Se trata de un area heterogénea, con abundantes linfocitos pequefios, linfocitos transformados
mas grandes, generalmente dispersos, y células dendriticas, entre otros componentes. Puede estar
expandida en reacciones de tipo inmunoblastico y en linfomas, especialmente de fenotipo T.

Senos linfaticos.

En ocasiones aparecen prominentes, como cuando se encuentran ocupados por células que
pueden ser de muy diferente naturaleza: macréfagos, células metastésicas, células neoplésicas de un
linfoma anaplasico de células grandes, etc. Otras veces practicamente no se aprecian: ganglios
inactivos, ganglios en los que el crecimiento de un linfoma comprime los senos, etc.

BAZO

El tejido esplénico se compone de pulpa blanca, constituida por foliculos linfoides y vainas
linfoides periarteriolares, y pulpa roja, ricamente vascularizada. El patrén de afectacién esplénico por
procesos proliferativos o infiltrativos puede ser difuso o focal:

a. Con respecto al patrén difuso, algunos procesos asientan preferentemente sobre la pulpa
blanca y otros sobre la pulpa roja. En el primer caso se trata fundamentalmente de
hiperplasias, linfomas B de células pequenas y linfomas T, que producen expansiones
nodulares que pueden llegar a confluir. Cuando la afectacién predominante es en la pulpa
roja, en casos benignos esto puede responder a congestion inespecifica, anemias
hemoliticas, hematopoyesis extramedular, enfermedades de almacenamiento lisosémico,
etc,; en caso de malignidad, son ejemplos caracteristicos de afectacion de pulpa roja la
tricoleucemia y el linfoma T hepatoesplénico, entre otros.

b. La afectacion focal del bazo puede estar en relacién con alteraciones de tipo muy variado,
tanto benignas como malignas: pseudotumores inflamatorios, quistes, linfoma de
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Hodgkin, linfoma B difuso de células grandes, tumores de células foliculares dendriticas,
etc.

MEDULA OSEA

En la biopsia de médula 6sea se deben valorar la proporcidén, el grado de maduracién y la
topografia de las series hematopoyéticas. También se debe prestar atencidn al estroma: presencia o
no de fibrosis, senos dilatados, ocupacién sinusal por células neoplasicas, agregados o nédulos
linfoides.

En el caso de las proliferaciones linfoides, el reconocimiento del patrén de infiltracién medular
ayuda en el diagnéstico diferencial y puede aportar informacién prondstica. Habitualmente se
describen 5 patrones: intersticial, nodular o focal aleatorio, paratrabecular, intrasinusoidal y difuso.
Ninguno de ellos es especifico de un tipo de linfoma, pero algunos si son muy caracteristicos, como la
infiltracion paratrabecular en el linfoma folicular y la infiltracién intrasinusoidal en el linfoma esplénico
de la zona marginal.
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INTRODUCCION

La clasificacién de las neoplasias linfoides se basa en tres pilares: la morfologia, las alteraciones
genéticas y el fenotipo. El fenotipado puede realizarse actualmente mediante citometria de flujo y
técnicas de inmunohistoquimica sobre secciones de tejidos. La disponibilidad de un citometro de flujo
en muchos de los laboratorios de hematologia hace esta primera opcién especialmente interesante
en nuestros dias. El diagnéstico de la patologia mieloide, por ejemplo, se realiza basicamente por
medio de la citometria de flujo puesto que ofrece un resultado mas rapido y amplio que el fenotipo
del tejido. Tras convertir el tejido de la biopsia en una suspensién celular, se puede proceder a su
estudio con los mismos protocolos con los que se analizan los sindromes linfoproliferativos en sangre
periférica. En ocasiones, especialmente en biopsias pequefas, puede optimizarse la rentabilidad del
estudio realizando éste sobre el medio de transporte liquido de la biopsia (suero fisiolégico, medio de
cultivo o PBS) especialmente en linfomas muy agresivos como el linfoma de Burkitt. Esta técnica
permite un diagnéstico rdpido en pocas horas y es el complemento ideal del fenotipado de liquidos
bioldgicos (derrames o liquido cefalorraquideo o incluso citologias vitreas). No obstante, en la mayoria
de los casos la citometria serd una técnica complementaria a la inmunohistoquimica y nunca la debe
suplir. El fenotipado sobre secciones de tejido tiene el poder adicional de preservar la
inmunoarquitectura del tejido. La expresién de Bcl2 en un centro germinal tiene el valor diagnéstico
de neoplasia del que carece la expresion en la zona del manto o la zona marginal. Ademas nos
permite reconocer el tipo celular donde se observa la expresidn, por ejemplo, la expresién de ciclina
D1 en un macroéfago tisular es fisioldgica mientras que la expresidon en una célula linfoide es indicativa
de neoplasia. Lo mismo sucede con el compartimento subcelular donde se observa la expresién. La
presencia de ALK en diferentes compartimentos celulares permite inferir el tipo de translocacion
asociada al linfoma anaplasico: nuclear y citoplasmatica en la translocacion t(2;5) NPM-ALK o la
vesicular citoplasmatica en Clatrina-ALK.

El fenotipado sobre secciones de tejido fijado en formol e incluido en parafina no es ya un desafio.
Las modernas técnicas de recuperacion antigénica se han estandarizado entorno a tres grandes
grupos: las técnicas de calor con buffer de pH acido, con pH alcalino y la digestién enzimética. En la
actualidad existen plataformas totalmente automatizadas que permiten la realizaciéon de protocolos
individualizados sobre cada seccién de tejido para caracterizar la expresién de antigenos mediante
inmunohistoquimica. Ademas, los sistemas actuales de amplificaciéon de sefal basados en polimeros,
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asi como la presencia de diferentes enzimas y substratos, han permitido la expansion de técnicas de
marcaje multiple inmunohistoquimico asi como de combinacién de protocolos de
inmunohistoquimica e hibridacion in situ.

En los siguientes apartados resumiremos las principales indicaciones de las técnicas de
inmunohistoquimica en el diagnéstico de neoplasias linfoides.

ESTUDIO DE INMUNOGLOBULINAS COMO MARCADOR DE CLONALIDAD.

Una de las aplicaciones mas utiles de las técnicas de inmunohistoquimica es la demostracién de
expresion de cadenas ligeras citoplasmaticas como marcador de clonalidad. Todas las células linfoides
B neoplasicas muestran, salvo pocas excepciones, expresion en superficie de un receptor. Este
receptor es una inmunoglobulina convenientemente modificada para dirigirse a la membrana
citoplasmatica. De forma similar a nuestros anticuerpos del suero, la inmunoglobulina como receptor
consta de dos cadenas pesadas (una de cualquiera de las siguientes; IgA, IgD, IgG, IgM e IgE) y dos
cadenas ligeras (kappa o lambda) apropiadamente ensambladas. En condiciones fisioldgicas el
proceso de exclusion alélica selecciona en cada célula una unica forma de cadena ligera, kappa o
lambda. En la sangre de forma fisiol6gica, se encuentran un 60% de linfocitos B kappa y un 40%
lambda. La deteccién en un tejido de una poblaciéon exclusiva o dominante con expresion de
Unicamente de una de estas cadenas es altamente sugestivo de clonalidad y por ende de neoplasia. A
esta situacion la denominamos restriccién de cadenas ligeras. La cantidad de expresion de estas
cadenas en un linfoma B de bajo grado es muy baja, y la técnica tiene que estar bien optimizada. La
mayor parte de protocolos recomiendan una alta dilucién de anticuerpos policlonales que reconozcan
cada una de las cadenas tras una conveniente recuperacion antigénica con tampones de bajo pH. Por
otro lado, la expresion intensa de cadenas citoplasmaticas se observa en linfomas con diferenciacion
plasmocelular y transformacion secretora, ademas de en neoplasias de células plasméticas. Por otro
lado, la expresién de cadenas ligeras es un argumento sdélido para la identificacion de la linea B de una
neoplasia cuando otros marcadores son negativos (ver mas adelante).

De otra forma, las cadenas pesadas son utiles en inmunohistoquimica de procesos
linfoproliferativos B. La mayor parte de los linfomas son positivos de forma variable para IgM e IgD. No
obstante, IgD es muy util en la identificacién de los mantos foliculares fisiolégicos y por ende, en el
reconocimiento del patrén infiltrativo de la neoplasia. Ademas, la positividad casi exclusiva de IgD es
caracteristica de los linfomas de zona marginal esplénicos. IgM identifica los plasmablastos del
Castleman multicéntrico y es el subtipo de cadena pesada en el linfoma linfoplasmacitico cuando este
se presenta como enfermedad de Waldestrom. Otros subtipos son caracteristicos de procesos
especificos, como IgA, que se expresa en linfomas foliculares primarios duodenales o IgG que se
expresa de forma caracteristica en la tricoleucemia. La expresién de IgG es también util en el
diagnéstico de la forma primaria cutanea del linfoma de zona marginal, y la expresion de IgG4 de
algunos linfomas de zona marginal de gldndulas salivales ademas del sindrome sistémico esclerosante
lgGA4.

DIAGNOSTICO DE NEOPLASIAS LINFOIDES B AGRESIVAS

El diagnéstico de las neoplasias agresivas se basa fundamentalmente en criterios
clinicopatolégicos facilmente reconocibles como el crecimiento destructivo del tejido donde se
asienta la lesion, el elevado indice mitético y/o apoptético (como el «cielo estrellado» del linfoma de
Burkitt), la presencia de células grandes y por supuesto la presencia de algunos pardmetros clinicos de
agresividad (LDH altas, masas grandes tumorales, presencia de anemia severa o la hipercaptacién del
PET). En esta situacién el inmunofenotipo ayuda a definir la linea linfoide B versus T y otras (Hodgkin,
mieloide o histicitico/dendritico, ver mas adelante). La utilizacion de un Unico marcador pan By pan T
en estos casos puede ser muy engafosa. Algunos linfomas agresivos B pueden ser negativos para
CD20, como el linfoma plasmablastico, y otros, como el linfoma difuso de células grandes de tipo
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activado puede perder la expresion de CD79a. En algunos casos, un linfoma T periférico puede
expresar CD20 y CD79a, pero raramente otros marcadores disponibles en la actualidad para identificar
células B como PAX5, CD19 o CD22. Ademas, la expresién de cadenas ligeras puede usarse como un
potente argumento a favor de la identificacion de la estirpe B de la neoplasia. Por otro lado, en este
grupo heterogéneo de neoplasias linfoides se han descrito numerosos marcadores prondsticos que
permiten estratificar en grupos de riesgo a los pacientes. La diferenciacion centrogerminal en un
linfoma difuso de células grandes, se asocia a un mejor prondstico, probablemente, porque en ese
momento del desarrollo, su contrapartida no neopladsica es extraordinariamente sensible al
microambiente que en todo momento controla su capacidad de proliferacion. Por ello en los ultimos
anos han aparecido un sinfin de marcadores que reflejan este momento de diferenciacion, algunos de
los cuales son altamente recomendables en la practica clinica: CD10, Bcl6, IRF4, HGAL y LMO2 son
algunos de los mejor caracterizados. La presencia de un fenotipo cldsico de centrogerminal normal,
positividad para marcadores de centrogerminal y negatividad para Bcl2 es muy util en el diagnéstico
diferencial entre la hiperplasia folicular, siempre negativa para Bcl2 y el linfoma folicular, usualmente
positivo. No obstante, algunos tumores agresivos como el linfoma de Burkitt imitan este fenotipo.

DIAGNOSTICO DE PROCESOS LINFOPROLIFERATIVOS DE CELULAS PEQUENAS

En el caso de los linfomas de células pequenas B, algunas entidades tienen un inmunofenotipo
muy caracteristico que permite establecer el diagnéstico casi con total seguridad basado en el
inmunofenotipo. Asi, el linfoma folicular tiene un fenotipo caracteristico con positividad para CD10,
Bcl6 y Bcl2. El linfoma de células del manto expresa CD5 y ciclina D1, mientras que el linfoma
linfocitico expresa CD5 y CD23, pero no ciclina D1. El estudio de cadenas ligeras por
inmunohistoquimica en los linfomas de bajo grado es de menos utilidad que en los de alto grado, por
el menor nivel de expresidn que hace que estas sean raramente detectables en secciones de tejido
parafinado a excepcion del linfoma de zona marginal o del linfoma linfoplasmacitico en las que de
forma constante se observa una marcada diferenciacion secretora en el tumor.

DIAGNOSTICO DE PROCESOS LINFOPROLIFERATIVOS DE LINFOCITOS T, T/NK Y NK

A diferencia de las neoplasias de linfocitos B, este grupo heterogéneo de tumores no dispone de
marcadores inmunofenotipicos de clonalidad, apenas existen perfiles fenotipicos especificos de una
Unica entidad tumoral y el diagnéstico de la entidad requiere un panel amplio de marcadores que no
estan al alcance de todas las unidades de diagnostico.

La expresidon de la kinasa ALK1 por inmunohistoquimica en un linfoma T es caracteristica del
linfoma T anaplasico (expresandose también en los linfomas B de célula grande ALK positivos y casos
de carcinomas de pulmén y tumores miofibroblasticos inflamatorios). No obstante, a veces el fenotipo
T no resulta evidente y requiere el estudio de reordenamientos del receptor antigénico de las células T
para establecer la linea de la neoplasia.

CD2, el antiguo receptor implicado en las rosetas con eritrocitos de carnero, es un marcador de
linea T poco usado en inmunohistoquimica que tiene unos resultados muy buenos en tejido fijado en
formol y parafinado. El panel debe completarse con CD3, CD5, y CD7, éste ultimo perdido en una
buena proporcién de linfomas T. La pérdida de CD5 y CD3, son sugestivas de derivacion T/NK, NK. No
obstante, el CD3 citoplasmatico puede estar expresado en células NK.

Ki67

Ki -67 es un antigeno nuclear presente en todas las células proliferantes que se encuentran en la
fase activa del ciclo celular (G1, S, G2 y mitosis) y ausente en GO. Es un marcador ampliamente
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utilizado en diversas subdisciplinas de la patologia, en combinaciéon con otros marcadores puede
ayudar a decantar el diagnéstico a favor de benignidad o malignidad en algunos casos.

En el campo de la hematopatologia tiene dos grandes utilidades. Por un lado permite ver cual es el
compartimento linfoide que estd proliferando y cudl es la distribucion de la proliferacidn; heterogénea
u homogénea. Por ejemplo en el diagndéstico diferencial entre un linfoma de la zona marginal y un
linfoma folicular. En el caso del primero esperamos una distribucién parcheada (colonizacién)
mientras que en el linfoma folicular de bajo grado esperamos una distribucién mas homogénea. En
algunos casos, como en el linfoma de células del manto, es un marcador prondstico que es capaz de
reflejar una compleja firma molecular de proliferacion. Por otro lado, dado que realza los nucléolos y
tife toda la masa nuclear, puede ser de ayuda en casos en que la morfologia es pobre, para establecer
el diagnéstico de alto o bajo grado, como en el caso del linfoma folicular.

FACTORES DE TRANSCRIPCION

En los ultimos afos se ha ampliado el nimero de marcadores que podemos utilizar en la rutina
diagnéstica. Estos ademds han pasado de corresponder Unicamente a proteinas de membrana y se
han desarrollado anticuerpos para algunos factores de transcripcion, con tincién nuclear que nos
permiten caracterizar las poblaciones linfoides en su proceso madurativo.

Pax-5

Es un factor de transcripcion implicado en la diferenciacion de la célula B, cuya expresién se
extingue al entrar la célula en la fase terminal de diferenciacién. Se utiliza para demostrar la linea B de
las células y se expresa de forma débil en las células de Reed-Stemberg y Hodgkin. Fuera del sistema
hematolinfoide se expresa en tumores neuroendocrinos principalmente pulmonares y muestra
reaccion cruzada con Pax-8.

IRF4/MUM-1

Multiple myeloma oncogene-1 (MUM-1) pertenece a la familia de IRF-4. Es un factor de
transcripcion involucrado en el desarrollo de células B, Ty en la diferenciacién plasmocelular. Se usa
para identificar un subtipo de linfomas difusos de célula grande de fenotipo activado, en combinaciéon
con CD10 y Bcl-6. Es positivo también en linfocitos T activados, en un subgrupo de células B del
centrogerminal y en las células de Reed-Stenberg del linfoma de Hodgkin.

Bcl-6

Es un factor de transcripcién implicado en la diferenciacion en la célula B. La supresién de su
expresion es fundamental para la diferenciacién plasmocelular. Se utiliza para identificar células
centrogerminales asi como sus contrapartidas neoplasicas. Se expresa por tanto en linfoma folicular,
un subgrupo de linfomas difusos de célula grande y en linfoma de Burkitt.

DIANAS TERAPEUTICAS

Desde hace mas de 15 afos, algunos de los antigenos que utilizamos en el diagnéstico de las
neoplasias linfoides se han convertido en dianas terapéuticas de uso en el tratamiento de estos
pacientes en combinacién con quimioterapia. Muchos de estas dianas pueden estudiarse facilmente
por inmunohistoquimica en biopsias de rutina.
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CD20

Se trata de una fosfoproteina no glicosilada de membrana, involucrada en la regulacion de la
célula B. Se usa como marcador de primera linea para definir la linea B. Su expresion se pierde en el
proceso de maduracion terminal de la célula B.

El desarrollo de un anticuerpo monoclonal (rituximab) dirigido contra el CD20 ha puesto de
manifiesto la necesidad de la estandarizacién en la interpretacién de la inmunohistoquimica y por
otro lado la necesidad de utilizar marcadores de linea B alternativos en los casos de recaidas de
pacientes tratados con inmunoterapia previa (rituximab).

CD30

La inmunoquimioterapia con el anticuerpo conjugado anti-CD30 (brentuximab vedotina) se ha
estudiado en pacientes con linfoma Hodgkin y no Hodgkin CD30+ refractarios o en recaida.
Brentuximab vedotina estd aprobado para el tratamiento de pacientes adultos con linfoma Hodgkin
CD30+ en recaida o refractario, después de trasplante autélogo o tras al menos dos lineas previas de
tratamiento, y también para pacientes adultos con linfoma T anaplasico de células grandes sistémico
en recaida o refractario.

CD 52

Es una glicoproteina presente en la superficie de linfocitos maduros, monocitos y células
dendriticas. Alemtuzumab es un anticuerpo monoclonal dirigido contra CD52. Esta terapia se ha
usado en los ultimos anos en el tratamiento de la leucemia linfatica cronica, entre otros.

MARCADORES PRONOSTICOS
P53

La mutacion de p53 es uno de los factores de mal prondstico mas robustos en pacientes con
leucemia linfatica crénica que reciben tratamiento estandar de primera linea, teniendo impacto tanto
en la supervivencia libre de enfermedad como en supervivencia global. Es ademas una alteracién
genética secundaria comun en progresién/transformacion de linfomas de bajo grado a linfoma B de
célula grande.

Zap-70

Esta proteina se expresa de forma fisiolégica en linfocitos Ty no en células B. Sin embargo estudios
de expresion génica identificaron su expresién en leucemia linfatica crénica y ademds su expresion
correlaciona con el estado mutacional de las inmunoglobulinas, y por tanto tiene impacto prondstico.
Los casos positivos para Zap-70 tienden a ser no mutados y tener peor prondstico. La expresion de
Zap-70 puede valorarse por citometria de flujo y también por inmunohistoquimica en material
parafinado.

MYyc

La translocacion de MYC con el gen de la cadena pesada de las inmunoglobulinas (y en algunos
casos con la cadena ligera) es la alteracidon genética caracteristica del linfoma de Burkitt. Sin embargo
esta alteracién citogenética se ha descrito en otros linfomas que no cumplen criterios de Burkitt y
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muestran cariotipos mas complejos; por ejemplo los llamados linfomas «double hit» u otros linfomas
difusos de célula grande B. Los resultados publicados sugieren que la presencia de la translocacion
podria conferir mayor agresividad a estos tumores y podrian ser subsidiarios de regimenes
terapéuticos alternativos. Actualmente existe un anticuerpo capaz de reconocer la expresion nuclear
de MYC y que podria ser utilizado como cribado inicial para seleccionar los casos con alteraciones de
MYC.

CONTROL DE CALIDAD

Todas las determinaciones analiticas del laboratorio, en especial las técnicas de
inmunohistoquimica, deberian estar sometidas a un control de calidad interno y externo. El uso de
controles internos es especialmente necesario para aquellos marcadores que no muestran control
intrinseco en el tejido estudiado, como es ALK. Para el resto, el tejido estudiado suele contener control
intrinseco, por ejemplo células del microambiente tumoral, que ayudan a discernir cuando un estudio
es negativo o no valorable. No obstante, la participacién en programas externos de garantia de la
calidad, como el programa GCP de la SEAP, u otros como el UKNEQAS o NordiQC que permiten
mantener nuestro nivel de sensibilidad y especificidad y detectar alteraciones de la normalidad antes
que se produzca un error diagnéstico basado en evidencias erréneas.

Algunos programas de control de calidad como el GCP (www.seap.es/calidad), permiten acceso a
los mejores protocolos actualizados para cada marcador y pueden ser utiles a la hora de tomar
decisiones cuando ponemos a punto un nuevo marcador en el laboratorio.

Los autores desean agradecer a Olga Balagué y Blanca Gonzalez su colaboracion en este capitulo.
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INTRODUCCION

La citogenética es la parte de la genética que estudia la apariencia microscédpica de los
cromosomas y sus anomalias en la enfermedad.

El conjunto de técnicas citogenéticas ha sido y continta siendo clave para la correcta orientacién
terapéutica de pacientes onco-hematoldgicos. Esta tecnologia ha permitido detectar que
determinadas entidades clinicas estan en realidad compuestas por multiples enfermedades distintas
no sélo desde el punto de vista molecular sino también clinico. Esto se debe, a que existen
reordenamientos genéticos y alteraciones cromosdmicas recurrentes asociados con frecuencia a
subtipos tumorales especificos, ayudando a establecer el diagnéstico en pacientes en los que no ha
podido ser establecido por otras metodologias. Por otro lado, las alteraciones citogenéticas
contribuyen decisivamente en muchos casos a establecer el prondstico de la enfermedad e incluso
determinan el tipo de tratamiento a utilizar.

La citogenética junto con biologia molecular, ademas, constituyen en estos momentos unos de los
pardmetros mds importantes para la correcta monitorizacién de la mayoria de las enfermedades
hematoldgicas.

CITOGENETICA CONVENCIONAL

Definicion: Estudio de las anomalias cromosémicas en las metafases de las células neoplasicas,
obtenidas de distintos tipos de muestras bioldgicas (ganglios linfaticos, médula &sea, sangre
periférica, liquido ascitico, liquido pleural, etc.). Para la obtencién de metafases con frecuencia se
requiere cultivar las células in vitro con/sin la adicion de estimulantes especificos (tabla 1). Una vez
extraida la muestra en tubo de heparina sédica o (en su defecto de litio) sin gel, debe remitirse
rdpidamente a temperatura ambiente al laboratorio de citogenética siempre que sea posible
cultivarse el mismo dia. Si no es posible deben mantenerse a 4°C durante 24-48 horas como maximo.

Tabla 1. *Sélo se realizard el estudio citogenético si existe infiltracion por células neoplasicas
detectada por citometria de flujo/morfologia. Dado que en ocasiones el resultado de la citometria-
morfologia puede no estar disponible el mismo dia de la recepcién de la muestra, se recomienda
procesar la muestra, cultivarla y fijarla. El estudio de las metafases se puede posponer hasta conocer si
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existe infiltracion en la muestra. T: tejido; las células se obtienen por disrupcion mecanica. TPA:
Phorbol 12-Myristate 13-Acetate; PHA: phytohemagglutinin. SP: sangre periférica, MO: médula 6sea.

H d
Orientacion diagnéstica Tipo de muestra Mitégeno or.as <
cultivo
Ne.opla5|as linfoides fenotipo B de SP*/MO*/T TPA 79
bajo grado
Neoplasias linfoides de células P .
maduras de fenotipo B de alto grado SPE/MO™/T PHA Directo-24h
Linfoma Burkitt SP*/MO*/T* no directo
Leucer,nl.a de c§lulas - MO*/plasmocitoma no 72
plasmaticas/mieloma multiple
Neoplasias linfoides fenotipo T SP*/MO*/T PHA 72

Técnica: Tras el cultivo se realiza el procesamiento de la muestra, que consiste en la detencién de
la mitosis en metafase mediante la adicion de colcemid, la disrupcién de las membranas celulares para
lo cual se somete a las células a un choque hipoténico y posteriormente se procede a la fijacién de las
células con una solucién de metanol-acético (Carnoy).

Los pellets de células en Carnoy pueden conservarse en frio (idealmente 20°) durante afnos. Estos
pellets de Carnoy pueden utilizarse para realizar tanto el estudio de citogenética convencional como
el de hibridacion in situ fluorescente. Por ello, en caso de que se desconozca si la muestra presenta o
no infiltracién tumoral en el momento en que se recibe en el laboratorio, se recomienda parar el
procesamiento en este punto. Una vez confirmada la existencia de poblacion patoldgica se continuara
con el procesamiento, que en el caso del estudio citogenético consiste en extension de las células en
portaobjetos, tincién generalmente con bandas G, captura y analisis de 20 metafases y elaboracion de
la formula siguiendo la siguiendo la nomenclatura internacional (Nomenclatura Citogenética. «An
International System for Human Cytogenetic Nomenclature (2013) (ISCN, 2013)»

Indicaciones del estudio de citogenética convencional en patologia linfoide: Se recomienda hacer
el estudio de citogenética convencional en caso de que se detecte poblaciéon patolégica por otros
métodos (citometria de flujo en el caso de los estudios de médula ésea o sangre periférica o
suspension de células de tejido y/o morfologia-inmunohistoquimica en caso de cortes de tejido) en:

a. Siempre: Neoplasias de precursores linfoides para la correcta estratificacion prondstica-
terapéutica

b. Recomendable en cualquier neoplasia de células linfoides maduras, dado que puede
proporcionar informacion en la orientacién diagndstica y terapéutica (identificacion de
dianas moleculares). En pacientes con sospecha de linfoma de Burkitt la presencia de un
cariotipo complejo debe hacernos dudar de este diagnéstico.
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Ventajas y limitaciones del estudio de citogenética convencional

e VENTAJAS

Da informacion de todo el genoma.
Proporciona informacién global del genoma
Coste medio-bajo

e LIMITACIONES

Se necesitan metafases (células en division)

Se requiere buena calidad de las metafases para realizar un estudio citogenético
concluyente.

No detecta cambios genéticos cripticos (<5Mb).

No permite la identificacién de cromosomas marcadores y de las anomalias complejas.
Baja sensibilidad

HIBRIDACION IN SITU FLUORESCENTE (FISH)

Definicion: Técnica que permite detectar/estudiar secuencias especificas de ADN sobre células o
nucleos en metafase o interfase, permitiendo identificar determinadas anomalias numéricas y/o
estructurales en las muestras analizadas. Se basa en la hibridacién del genoma celular con sondas
(oligonucleotidos de DNA o RNA) marcadas con fluorocromos por complementariedad de las bases
nitrogenadas.

Tipos de muestras: Se puede realizar en una gran variedad de muestras:

e Pellets de carnoy procesados para el estudio citogenético,

e Sangre periférica (tanto en tubo de EDTA como de heparina sédica/litio)

e Médula 6sea (tanto en tubo de EDTA como de heparina sédica/litio)

e Liquidos bioldgicos (ascitico, pleural, LCR, etc. que deben ser enviados en fresco lo antes
posible al laboratorio, idealmente antes de que transcurran 6 horas desde su extraccion)

e  Frotis de sangre periférica (incluso previamente tefiidos)

e Poblaciones separadas por métodos inmuno-magnéticos o de citometria (sorter). La
separaciéon de la poblacién patoldgica permite incrementar la sensibilidad del estudio.

e Tejido:

Tejido fijado en parafina o en muestras fijadas en formol; los cortes deben de ser de
2-44. Se debe indicar si la muestra procede de bloque de parafina o si ha sido fijada con
formol, asi como el tiempo que ha transcurrido desde su fijacion, ya que el
pretratamiento de la muestra puede variar en funcion de esas variables. El tiempo
requerido de digestién proteica también varia en funcién del grosor del tejido, siendo en
ocasiones necesario repetir el proceso en caso de hibridacién fallida. El tiempo de
digestién puede controlarse haciendo una visualizaciéon al microscopio. En aquellos
casos en los que la infiltracion sea parcheada, es importante que se delimiten
claramente las dreas tumorales. El estudio sobre tejido fijado tiene la ventaja de permitir
estudiar las anomalias manteniendo la estructura tumoral y se puede realizar con
muestras pequefnas. Como desventaja tiene que se produce solapamiento de nucleos,
que puede producir falsas imagenes de fusién y la existencia de nucleos incompletos,
dos aspectos que explican que la sensibilidad de la técnica sea menor en este tipo de
muestras (tabla 2)

Improntas o mediante la obtencion de las células en una suspension por disrupcién
mecanica (este procesamiento permite realizar a partir de la misma muestra el estudio
de cariotipo y de FISH, siempre que exista celularidad suficiente). La realizacién del
estudio en improntas o en células en suspension tiene la ventaja de permitir el estudio
sobre células completas sin superposicion celular lo que aumenta notablemente la
sensibilidad del estudio; tabla 2)
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Técnica: la muestra de ADN (cromosomas metafasicos o nucleos en interfase) se desnaturaliza,
proceso que separa las hebras complementarias de la estructura en doble hélice del ADN. A la muestra
desnaturalizada se le ainade la sonda de interés, marcada con un fluoréforo, que se asociara al ADN de
la muestra en el sitio diana, proceso denominado hibridacién. La sefal emitida por la sonda se observa
mediante un microscopio de fluorescencia, siendo posible clasificar el patron de ADN en funciéon de la
presencia o ausencia de la sefal.

Tipos de sondas:

Sonda centromérica (CEP): Las sondas CEP reconocen secuencias cromosoma-especificas de ADN
satélite altamente repetido, normalmente localizado en la regién centromérica del cromosoma. Estas
sondas permiten la identificacién y enumeracién de cromosomas en células en interfase y en
metafase. Existen sondas centroméricas de todos los cromosomas.

Sondas especificas del locus: Las sondas para la deteccién de deleciones son sondas especificas
para el locus o regién de delecién y suelen incluir una sonda control para la identificacion exacta del
cromosoma de interés. Ejemplo de estas sondas:

e LS| TP53 SpectrumOrange/ CEP 17 SpectrumGreen: Esta sonda permite estudiar la delecidn
del p53, anomalia que potencialmente puede encontrarse en cualquier tumor y cuya
presencia suele condicionar un prondstico muy desfavorable.

Sondas Dual Color Dual fusion: Las sondas dual color dual fusion emplean una sonda especifica
para cada uno de los loci involucrados en la translocaciéon marcados con diferentes fluorocromos, de
tal manera que la presencia de dicha translocacidn producira una yuxtaposicion de sefiales (roja y
verde juntas o color amarillo) si existe reordenamiento. Debido a que en tejido existe gran
superposicion celular, las sondas dual color dual fusion presentan el inconveniente de poder dar lugar
a falsos positivos por la colocalizacién de sefales al azar en nucleos en interfase. Es por ello que en
este tipo de muestras es preferible utilizar sondas break apart. Ejemplo de esta sonda:

o LSI t(8;14)(q24;932) [IgH-MYC]: La t(8;14)(g24;932) que se detecta en aproximadamente el
80% de los linfomas de Burkitt, conlleva la yuxtaposicién del oncogén MYC (8g24) al gen de
IgH (14932). El método de eleccién para detectar este reordenamiento es la FISH debido a la
variabilidad en los puntos de rotura.

e LSI t(11;18)(q21;921) [API2-MALT]: Este reordenamiento es el mas frecuentemente
detectado en el linfoma MALT, sobre todo en los de afectacion pulmonar y gastrica. En el
linfoma MALT gastrico, esta translocacién se asocia con falta de respuesta al tratamiento con
antibiéticos. El método de eleccién para detectar este reordenamiento es la FISH por requerir
poca muestra, poder realizarse directamente sobre biopsias endoscépicas incluidas en
parafina y sobre todo debido a la variabilidad en los puntos de rotura.

e LSI t(11;14)(q13;932) [IGH-CICLINA D11: Es el marcador genético caracteristico del linfoma
del manto, aunque puede encontrarse también en mielomas. La técnica de eleccion para
detectar este reordenamiento es la técnica de FISH, ya que por PCR sélo se detecta la mitad
de los casos debido a la gran variabilidad de los puntos de ruptura.

e LSI t(14;18)(g32;921) [IGH-BCL2]: Se encuentra en alrededor del 90% de los linfomas
foliculares, en aproximadamente el 30% de los linfomas B difusos de células grandes y
también se detecta en un porcentaje variable de linfomas de caracteristicas intermedias entre
LBDCG y LB. Los puntos de ruptura del gen BCL2 se ubican generalmente en dos regiones
clasicas, el MBR («major breakpoint region») o, mas raramente, MCR («minor cluster region»). Sin
embargo, en un 30-40% de los casos de linfoma folicular el punto de rotura se sita en otras
regiones. Debido a la variabilidad en los puntos de ruptura el método de eleccién para el
diagnéstico es la FISH.
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Sondas break apart: Las sondas «split», van dirigidas contra regiones que flanquean el punto de
rotura de un mismo gen; por tanto, en nucleos normales las sefales se yuxtaponen, mientras que
aparecen sefales separadas en nucleos que portan alguna translocacién que afecte dicho gen. Como
inconveniente, este tipo de sondas no permiten conocer que otro gen estd involucrado en la
traslocacién. Las sondas «split» son muy Uutiles para el estudio de translocaciones en los que los genes
diana presentan multiples posibles «partners». Ejemplos de estas sondas:

LSI MYC Dual Color Break Apart: esta sonda permite evaluar la existencia de
reordenamiento del gen MYC independientemente del «partner». MYC se encuentra
reordenado en =100% de los linfomas de Burkitt (aunque se han descrito falsos negativos en
torno al 5% mediante técnica de FISH con sondas de tipo BA). También se encuentra
reordenado en otros tipos de neoplasias linfoides B maduras, (linfomas B de alto grado
DH/TH/NOS, Leucemia linfatica crénica/linfoma linfocitico, LBDCG, Linfoma plasmablastico,
etc) generalmente implicando un prondstico desfavorable. El partner del reordenamiento es
usualmente IgH, IgK o IgL y el reordenamiento con otros genes puede tener menor relevancia
prondstica, al menos en los casos de LBDCG.

LSI BCL6 Dual Color Break Apart: El gen BCL6 se encuentra fundamentalmente reordenado
en 30-40% de los LBDCG, en algunos linfomas B de alto grado DH/TH/NOS (generalmente
asociado a reordenamientos del gen MYC y/o BCL2) y en algunos linfomas foliculares. Se han
descrito una gran cantidad de «partners» diferentes, por lo que el método de eleccién para su
deteccion es la FISH, utilizando esta sonda de tipo «split»

LSI ALK Break apart: Este reordenamiento permite detectar reordenamientos del gen ALK,
detectados en algunos tipos de linfomas anaplasicos, y en linfoma «ALK-positive large B cell
Lymphomas. La identificacion de esta anomalia es de especial interés debido a que existen en
la actualidad inhibidores frente al ALK que estan en fase de ensayo clinico.

LSI BCL2: Reordenamientos que implican a esta regién se observan en varios tipos de
linfomas, incluyendo el linfoma folicular. El reordenamiento del BCL2 es un pardmetro
importante para el diagnéstico diferencial de linfomas no - Hodgkin. Esta sonda permite
detectar reordenamiento del gen BCL2, independientemente del «partner implicado». Es la
sonda de eleccidon en tejido y en casos de linfomas de caracteristicas intermedias entre
LBDCG y LB, ya que en éstos el «partner» con frecuencia no es la IGH

Otros ejemplos: LSI IGH , LSI MALT, etc

Ventajas y limitaciones del estudio de FISH

VENTAJAS
. Método rapido
« Requiere poca celularidad (idealmente un minimo de 100-200 nucleos)
. Se puede realizar a partir de una gran variedad de muestras diferentes. Al igual que la
PCR, la FISH se puede realizar sobre tejido fijado
. Adiferencia del cariotipo puede realizarse en nucleos interfasicos
. Permite identificar reordenamientos cripticos o de dificil visualizacién en el cariotipo
. Técnica de eleccién para la busqueda de reordenamientos de genes «promiscuos» o con
puntos de ruptura variables (frecuente en neoplasias linfoides maduras) o con patrones
aberrantes
. A diferencia de la PCR permite detectar ganancias o amplificaciones, alteraciones
frecuentemente detectadas en linfomas (estas anomalias se visualizan mas facilmente
en improntas ganglionares o en células en suspensién)
LIMITACIONES
« Requiere un microscopio de fluorescencia
« Esun estudio dirigido
. No dainformacion de todo el genoma.
+ Coste intermedio
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. Sensibilidad intermedia (dependiendo del tipo de sonda y del tipo de muestra)

Tabla 2. *Los puntos de corte de cada sonda deben establecerse en cada laboratorio utilizando 10-20
muestras de individuos sanos.** En linfomas el punto de corte es mas alto debido a que la frecuencia
de patrones aberrantes es muy elevado.

Punto corte en
. , . . Punto corte en
Tipo de sondas Anomalia a estudio células en ) .
. células en tejido
suspension
Monosomia 8-10% 25-50%
Sonda centromérica (CEP)
Ganancias 1.5-2% 5-8%
rge eno .
Sondas esp?aflcas de locus Delecién 6-10% 25-50% (ratio
con control interno R/G<0.9)
0,5% (400
Sondas dual color dual
fosrfo:s uar color dua Reordenamiento nucleos); 0,005% | 10-20%**
ust (6.000 ntcleos)
1%(400
Sonda break apart Reordenamiento nucleos); 0,01% | 8-10%**
(6.000 nucleos)

Indicaciones: Se recomienda hacer el estudio de FISH sélo en caso de que se detecte poblacion
patolégica por otros métodos (citometria de flujo en el caso de los estudios de médula ésea o sangre
periférica o suspension de células de tejido y/o inmunohistoquimica en caso de cortes de tejido) en un
porcentaje suficiente de células como para ser detectado mediante técnica de FISH (tabla 2). Ademas,
el panel de sondas a utilizar en cada caso dependera del subtipo histolégico (especificados en
capitulos especificos).

Existen anomalias genéticas especificas concretas cuyo estudio se requiere para la adecuada
orientacién diagndstica y/o pronostica de los pacientes con neoplasias linfoides.

OTRAS TECNICAS DE ESTUDIO CITOGENETICO

Cariotipo multicolor: técnica que consiste en marcar el ADN de un cromosoma con uno o varios
fluorocromos, de tal forma que el espectro de emisién de cada cromosoma sea Unico. Cada
cromosoma por tanto aparecera de un color especifico. No permite detectar deleciones, inversiones ni
duplicaciones intracromosdmicas. Es util para identificar que cromosomas estén implicados en los
cromosomas marcadores o en las traslocaciones cromosémicas. Requiere metafases. En el momento
actual esta técnica sélo se utiliza en investigacion.

Hibridacion gendémica comparada: Método de analisis de cambios en el nimero de copias
(ganancias/pérdidas) en el contenido de ADN de un tejido con respecto a un ADN de referencia. Para
ello primero se realiza la hibridacion del ADN del tejido tumoral, generalmente utilizando sondas
marcadas con FITC y del ADN normal marcado con Rodamina o Texas Red. Ambos ADNs se mezclan
en cantidades equimolares y se realiza la hibridacion sobre los arrays. Posteriormente se evaluan las
diferencias regionales de fluorescencia, identificando regiones anormales del genoma utilizando
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complejos sistemas informaticos. Existen diferentes tipos de arrays: los de BACs y los de
oligonucleétidos. En la actualidad esta metodologia se estd incorporando a la rutina como
complemento al cariotipo convencional. Es posible que en determinadas patologias esta técnica
sustituya a la FISH.

RECOMENDACIONES

1.

El estudio de FISH es recomendable en todos los casos, siempre que exista muestra suficiente
para contribuir a la orientaciéon diagndstica, prondstica y terapéutica de los pacientes con
neoplasias linfoides. Para entidades especificas (p ej. linfoma de Burkitt, Linfoma B de alto
grado DH/TH) es un dato necesario al diagnéstico. Grado C. Evidencia nivel IV.

El estudio de FISH debera orientarse en funcién del diagnéstico histopatoldgico. Grado C.
Evidencia nivel IV.

En muestras de tejido, la sonda break-apart es la sonda de eleccién para estudiar
reordenamientos, ya que las sondas dual color dual fusion tienen una alta tasa de falsos
negativos y elevada variabilidad interobservador. Grado C. Evidencia nivel IV.

Se recomienda hacer el estudio de citogenética convencional en todo caso de neoplasias de
precursores linfoides para la correcta estratificacion prondstica-terapéutica. En los casos de
neoplasias linfoides maduras es deseable pero no estrictamente necesario. Grado C.
Evidencia nivel IV.
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DEFINICION

Se incluyen aqui técnicas de deteccién de alteraciones genéticas que identifican mutaciones y/o
reordenamientos génicos. Este es un campo en continua expansién en el dmbito experimental,
especialmente a partir del desarrollo de técnicas de secuenciacién masiva. Se incluye un detalle de las
diferentes determinaciones y la evidencia disponible que apoya su uso en diagndstico clinico.

TIPO DE MUESTRA IDONEA PARA EL DIAGNOSTICO

Las técnicas de analisis molecular persiguen la deteccién de alteraciones en el ADN, esencialmente
mutaciones y reordenamientos. La calidad del ADN extraido de una muestra es variable en funcién del
procesamiento que haya sufrido. Asi, el ADN obtenido de muestras en fresco o criopreservadas en
medio OCT (incluyendo muestras de tejido, aspirado de médula 6sea y sangre periférica) es de calidad
superior al ADN obtenido de tejidos fijados en formol e incluidos en parafina. Esto obliga a realizar un
control de calidad del ADN previo a cualquier determinacién molecular que valore la integridad del
mismo. El protocolo recomendado mide la amplificaciéon de fragmentos de ADN de tamafio conocido
(100-400 pb) [1,2]. Existen otros protocolos basados en la amplificacién de genes concretos (por
ejemplo, p53).

TIPOS DE ESTUDIO MOLECULAR Y METODOLOGIA DISPONIBLE
Analisis de clonalidad linfoide By T

En la mayoria de los casos con sospecha de proceso linfoproliferativo el estudio histopatolégico y
citomorfolégico, complementado con inmunohistoquimica y citometria de flujo permite discriminar
entre procesos benignos y malignos y, en caso de ser neoplasico, subclasificar el tipo de neoplasia
segun la OMS. No obstante, en 5-10% de los casos los hallazgos histopatolégicos no son convincentes
o existe una discordancia clinico-patoldgica. El diagnéstico de neoplasia linfoide se puede apoyar en
la identificacién de clonalidad ya que >98% de las neoplasias linfoides contienen receptores de
inmunoglobulina (Ig) y/o receptor de células T (TCR) reordenados de forma clonal [2,3]. Existen
protocolos técnicos e interpretativos estandarizados a nivel europeo por el grupo
Euroclonality/Biomed2 que son los que recomienda esta guia [1,2]. Estas recomendaciones
estandarizan las condiciones técnicas del ensayo (sets de cebadores recomendados, condiciones de
amplificacion y control de calidad del ADN, electroforesis capilar y andlisis de resultados), asi como la
interpretacién de los mismos y su incorporaciéon a un informe de diagnéstico molecular [1]. Este
informe de diagndstico molecular debe ser integrado al informe de diagnéstico histopatolégico como
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un estudio complementario y asi tenido en cuenta en el contexto del caso en el diagnéstico definitivo.
En este punto es esencial tener en cuenta las limitaciones de sensibilidad de la técnica por un lado y,
por otro lado, que la presencia de poblaciones clonales no es suficiente, per se, para un diagnostico de
proceso linfoproliferativo.

Paneles de identificacion de clonalidad linfoide:

e Enelcasode sospecha de linfoproliferativo de linea B:
. Panel de primera linea: Clonalidad de IgH VH-JH (3 tubos, FR1, FR2, FR3),
preferiblemente con estudio de IGK Vk-Jk e IGK Kde (2 tubos).
. Panel de segunda linea (si no se detecta clonalidad pero aun se sospecha): IGH DH-JH e
IGL (2 tubos).
e En el caso de sospecha de linfoproliferativo de linea T:
. Panel de primera linea: Clonalidad de TCRB VB-JB, TCRB D@-JB (3 tubos),
preferiblemente con estudio de TCRG (2 tubos).
. Panel de segunda linea (en caso de sospecha de linfoproliferativo T y8): TCRD (1 tubo).

Estudio de la mutacion L265P de MYD-88

La presencia de la mutacion L265P en el gen MYD-88 se ha descrito asociada a la enfermedad de
Waldestrom, gammapatia monoclonal de significado incierto de tipo IgM, un porcentaje de casos de
linfoma B linfoplasmacitico y aislados casos de otros tipos de linfoma B de célula pequefia (SMZL,
entre otros) [4-6]. No se encuentra en casos de mieloma multiple. Asimismo, se encuentra en un
porcentaje apreciable de casos de LBDCG NOS, especialmente de tipo ABC [7,8] y la variante de
Linfoma B difuso de célula grande de tipo piernas («leg type») [9,10], linfoma B de célula grande
primario testicular y Linfoma B difuso de célula grande primario cerebral [11]. La mutacién
MYD88/L265P se puede encontrar asociada a mutaciones somaticas en CD79B, mutaciones o
ganancias de CARD11 y mutaciones o deleciones de A20 en LBDCG [12]. El efecto prondstico
independiente de la mutacion MYD88/L265P en LBDCG es controvertido. La presencia de la
combinacién MYD88/L265P y CD79Bwt se asocia con peor respuesta a terapia y peor prondstico al
menos en dos series clinicas con diferentes esquemas terapéuticos [12,13].

La deteccidon de la mutacion MYD88/L265P se ha demostrado de utilidad en el diagndstico
diferencial de procesos linfoproliferativos B de bajo grado en muestras de MO [14] de modo que su
presencia apoya el diagnéstico de LPL en casos de linfoma B de bajo grado inclasificable.

El estudio de mutaciones de MYD88 se puede realizar con técnicas de secuenciacién directa
Sanger convencional (sensibilidad ~ 10%) o PCR cuantitativa convencional o alelo especifica
(sensibilidad ~ 0,1%) [5], asi como metodologias basadas en NGS (de Next Generation Sequencing)
[12].

Estudio de las mutaciones en la via MAPK

La presencia de la mutacién V600E en el gen BRAF es la marca genética de la leucemia de células
peludas (LCP) encontrandose en virtualmente todos los casos de este tipo de linfoproliferativo y en
muy aislados casos de los linfoproliferativos B de bajo grado que la simulan (linfoma esplénico y
tricoleumia variante) [15-17]. Asimismo, se ha encontrado en histiocitosis de células de Langerhans
(~60%), sarcoma histiocitico (~60%) y en la enfermedad de Erdheim-Chester (~60%) [18-21]. Esta
mutacién es un potencial marcador de terapia dirigida en LCP y procesos histiocitarios [22,23].

El estudio de la mutacion de BRAFV600E se puede realizar con técnicas de Sanger convencional
(sensibilidad ~ 10%), pirosecuenciacién (sensibilidad ~ 5%) [24], PCR cuantitativa convencional o alelo
especifica (sensibilidad ~ 0,1%) [25], asi como metodologias basadas en NGS (de Next Generation
Sequencing) [26].
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Existe asimismo un anticuerpo especifico de la mutacidn (clon VE1) que es valido en muestras FFIP,
incluso tras procesos de decalcificacién [19,27].

La presencia de mutaciones en MAP2K1 (MEKT1) se da en ~20% de los casos de histiocitosis de
células de Langerhans y enfermedad de Erdheim Chester [28]. Se recomienda tratar de identificar las
mutaciones en BRAFV600E y MAP2K1 en aquellos casos con histiocitosis de tipo L y un diagnéstico
impreciso y en los pacientes con fallo a la terapia de primera linea [28]. Estas mutaciones en MAP2K1
se encuentran asimismo en ~50% de los casos de tricoleucemia variante [29] y ocasionalmente (~10%)
en casos diagnosticados como linfoma B difuso de la pulpa roja esplénica [30].

Otras determinaciones moleculares de potencial utilidad clinica

Otras determinaciones moleculares de potencial utilidad clinica son el estudio de perfiles de
expresion génica y andlisis de mutaciones somaticas derivadas de los estudios de secuenciacion
masiva.

Tabla 1. Alteraciones somaticas en linfoma.

Patologia

Alteracion genética recurrente

Leucemia linfocitica créonica B/ linfoma B

. e , _ Mutaciones somaticas en TP53, NOTCH1, ATM, SF3B1.
linfocitico de célula pequena

Linfoma B

linfoplasmacitico/enfermedad de
Waldestrom

Mutaciones somaticas en MYD88 (L265P), CXCR4.

Tricoleucemia

Mutaciones somaticas en BRAF (V600E).

Tricoleucemia variante.

Mutaciones somaticas en MAP2K1.

Linfoma B difuso de la pulpa roja
esplénica.

Mutaciones somaticas en MAP2K1, p53, NOTCH2,
cyclinD3.

Linfoma B esplénico de la zona marginal

Mutaciones somaticas en NOTCH2, KLF2, TNFAIP3, MLL2,
MYDB88, TP53.

Linfoma B folicular

Mutaciones somaticas en MLL2, EZH2, CREBBP, EP300.

Mutaciones somaticas en MAP2K1 y TNFRSF14 en el LF
tipo pediatrico.

Linfoma B de células del manto

Mutaciones somaticas en ATM, CCDN1, MLL2, TP53,
BIRC3, WHSC1.

Linfoma B difuso de célula grande NOS

Mutaciones somaticas en MYD88, CD79B, CARD11.

Linfoma de Burkitt

Reordenamientos aislados de MYC, Mutaciones
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somaticas en MYC, ID3, GNA13, TP53, SMARCA4.

Linfoma B de alto grado DH/TH Reordenamientos de MYC, BCL2 y/o BCLS6.

Leucemia de células T grandes
granulares

. -~ Mutaciones somaticas en STAT3 y STAT5B.
Linfoma T hepatoesplénico

Linfoma T/NK

Micosis Fungoide Mutaciones somaticas en PLCG1, CD28, RhOA.

Linfomas T con fenotipo T folicular (LTAI | Mutaciones somaticas en RHOA, TET2, IDH2, DNMT3A,
y equivalentes) CD28, PLCGT.

Reordenamientos de ALK. Reordenamientos de DUSP22y

Linf T lasi
infoma 1 anaplasico p63 en Linfoma T anaplasico ALK-.

Histiocitosis del grupo L (de células de Mutaciones somaticas en BRAF (V600E), Mutaciones
Langerhans, ECD) somaticas en MAP2KT.

Firmas de expresiéon en LBDCG basadas en PCR cuantitativa digital.

Recientemente se han desarrollado métodos de clasificacion de los casos de LBDCG usando la
tecnologia Nanostring a partir de ARN extraido de tejido parafinado y un método basado en PCR
cuantitativa digital.

Los perfiles de expresion permiten subclasificar los casos en las variantes moleculares de LBDCG
GCB, ABCy unclassified (Lymph2Cx), asi como determinar la firma del Linfoma B mediastinico primario
(Lymph3Cx) o el Double Hit Gene Expression Signature [31-33]. El uso de estos paneles actualmente se
limita al entorno de investigacion y de los ensayos clinicos.

Grupos genéticos en LBDCG.

Recientemente se han descrito las firmas mutacionales del LBDCG, basadas en la combinacién de
mutaciones somaticas, alteraciones en nimero de copias y reordenamientos. Estas firmas genéticas se
asocian con la célula de origen y tienen potencial impacto prondstico y terapéutico. Se distinguen 4
grupos genéticos (BN2, EZB, MCD y N1) y 5 clusteres (C1 a C5). En particular las mutaciones de
MYD88L265P y CD79B, que activan NF-kB, son casi exclusivas del subtipo ABC y configuran el grupo
MCD y C5. Por otro lado, las alteraciones en EZH2 y BCL2 son mas caracteristicas del subtipo GCB y C4
[34,35]. El uso de estos paneles y de estrategias como la biopsia liquida para su determinacion se
limita actualmente al entorno de investigacion y de los ensayos clinicos.

RECOMENDACIONES
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Realizar estudio de clonalidad linfoide B y/o T en casos de discordancia entre los resultados
de la morfologia y el estudio inmunohistoquimico, especialmente si existe alta sospecha
clinica de proceso linfoproliferativo. (Grado C, nivel de evidencia IV).

Realizar los paneles de primera linea completos de estudio de clonalidad B y/o T en los casos
en los que esté indicado. (Grado B, nivel de evidencia lll).

Poner en contexto morfolégico y fenotipico los resultados del estudio de clonalidad. No
emitir un diagnéstico de proceso linfoproliferativo basado exclusivamente en el resultado
molecular en ausencia de evidencia morfolégica y fenotipica (especialmente en lesiones
cutaneas o muestras de SP/MO). (Grado B, nivel de evidencia Ill).

La realizacion del andlisis del estudio de clonalidad y su interpretacion debe seguir las
recomendaciones internacionales disponibles [12]. Si no se dispone de la tecnologia o
experiencia suficiente derivar el caso a un centro de referencia. (Grado C, nivel de evidencia
Iv).

Realizar estudio de mutaciones de MYD88-L265P en casos de sospecha morfologica y
fenotipica de linfoma B linfoplasmacitico, especialmente en casos de linfoma B de bajo grado
inclasificable. (Grado B, nivel de evidencia Ill).

Realizar estudio de mutaciones en la via de MAPK (BRAF-V600E) en casos de sospecha de
leucemia de células peludas y procesos histiocitarios (histiocitosis de células de Langerhans,
enfermedad de Erdheim Chester y Sarcoma histiocitico). (Grado B, nivel de evidencia lll).
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El informe de diagndstico anatomopatoldgico debe resumir e integrar todos los hallazgos
obtenidos de la muestra de forma estructurada. Existen referencias de otras sociedades cientificas que
utilizan protocolos de informe con un formato predefinido o checklist [1]. En esta guia se propone
sucintamente la estructura y el contenido de un informe de diagnéstico histopatolégico de patologia
hematolinfoide.

DESCRIPCION MACROSCOPICA

Se debe especificar el tipo de tejido recibido (ganglio linfatico, médula 6sea, bazo, otro tejido
extraganglionar) y el formato de la muestra (biopsia escisional, incisional, de tipo puncién-biopsia con
aguja gruesa, PAAF, biopsia y aspirado de MO, pieza de esplenectomia, otros). Se debe consignar si la
muestra se recibe en fresco o ya sumergida en algun medio de fijacion. Asimismo deben constar las
dimensiones maximas de la muestra en caso de biopsia y el tipo de procesamiento (fijacién en formol
e inclusion en parafina, otros). Si se destina muestra para estudios complementarios (CMF, cariotipo,
FISH, molecular) o se incluye parte de la muestra excedente en Biobanco se debe hacer constar en
este apartado.

DESCRIPCION MICROSCOPICA

Incluye un primer apartado de descripcion del patron histopatolégico y de las caracteristicas
citomorfolégicas del tejido. En un segundo apartado se deben hacer constar los resultados del estudio
inmunohistoquimico.

DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO

Incluye el término diagnéstico de acuerdo con la actual clasificacion de la OMS de neoplasias del
sistema hematopoyético [2,3].

NOTAS

En este apartado es deseable incluir comentarios relativos a la interpretaciéon de los estudios
complementarios en el contexto del diagnéstico histopatoldgico del caso. Esto es especialmente
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relevante en lo relativo a los resultados de molecular (clonalidad linfoide, mutaciones somaticas) y de
FISH/citogenética, habitualmente de relevancia diagnéstica y pronéstica.

Asimismo, es el espacio conveniente para incluir comentarios acerca del diagnéstico
histopatoldgico en el contexto de los datos clinicos y otros datos de laboratorio proporcionados por el
clinico solicitante u obtenidos de la historia clinica.

ESTUDIOS COMPLEMENTARIOS

En este apartado se debe incluir el resultado detallado de los diferentes estudios complementarios
al diagnostico realizados sobre el material recibido. Esto incluye resultados de molecular,
FISH/citogenética o CMF. En el caso de que estos estudios se realicen en un laboratorio distinto al que
genera el informe de anatomia patoldgica se recomienda incluir la informacién contenida en dicho
informe y hacer referencia al laboratorio y personal responsable del andlisis. En todo caso los
resultados de los estudios complementarios deben integrarse en el cuerpo principal del informe
anatomopatoldgico y si es preciso realizar algin comentario o interpretacién sobre los mismos
detallarse en el apartado de notas, junto al diagnéstico principal.
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DEFINICION, EPIDEMIOLOGIA Y RASGOS CLINICOS

Neoplasia linfoide que se caracteriza por la gradual acumulaciéon de linfocitos B pequefios CD23 y
CD5 positivos en la sangre, médula 6sea (MO), bazo y ganglios linfaticos.

La enfermedad tiene dos formas de manifestacion clinica, como:

Leucemia linfocitica (linfatica) crénica (LLC), que se define por la presencia de linfocitosis en
sangre periférica (SP) de =5x10°%/L linfocitos B monoclonales con fenotipo de LLC, durante al menos
tres meses.

Linfoma linfocitico (LL), que exige para su diagnéstico la afectaciéon de territorios linfoides
(generalmente ganglios linfaticos) por linfocitos B monoclonales con las mismas caracteristicas
morfologicas e inmunofenotipicas de la LLC, unos valores de linfocitos en sangre <5x10%L y la
ausencia de citopenias debidas a la infiltracion de la médula ésea.

Si la cifra de linfocitos monoclonales en sangre es <5x10%/L y no hay afectacion de territorios
linfoides el diagndstico debe ser linfocitosis B monoclonal (LBM) con fenotipo de LLC, de LLC atipica
o de LLC CD5 negativa. Esta LBM precede a todos los casos de LLC/LL y por ello exige un estrecho
seguimiento clinico. Debe ser claramente distinguida de las linfocitosis monoclonales con cifras
<0.5x10%/L, sin capacidad de progresién y que no requieren un seguimiento clinico especial.

En occidente es la leucemia mas comun de los adultos (72 década de la vida); ligeramente mas
frecuente en hombres. Hay una tendencia creciente al diagnéstico en individuos mas jévenes. La
LLC/LL tiene la mas alta tasa de predisposicion genética de todas las neoplasias hematoldgicas. Hay
una predisposicion familiar a la enfermedad, con un riesgo estimado de 2-7 veces superior en
familiares de primer grado de pacientes con LLC/LL.

La LLC/LL es una enfermedad heterogénea desde el punto de vista clinico, con presentacién, curso
clinico y evolucién muy variables.
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Presentacion clinica

Leucemia (=5x10%L de linfocitos monoclonales en sangre), generalmente asintomatica, pero que
puede cursar con astenia (a veces sin relacién con el grado de actividad), sindrome anémico por
infiltracion, secuestro esplénico, anemia hemolitica autoinmune o infecciones.

Es frecuente la infiltracién temprana de los ganglios linfaticos, el bazo y el higado, y con ella la
aparicion de hepato-esplenomegalia y adenopatias.

Es menos frecuente la afectacion de otros territorios extramedulares. De éstos, los que se afectan
con mayor frecuencia son el SNGC, el tubo digestivo y la piel.

En un reducido porcentaje de casos hay un pequefio pico monoclonal de inmunoglobulinas.

Los casos con presentacion aleucémica (LL) de la enfermedad son poco frecuentes.

Curso clinico, respuesta al tratamiento y transformacion

La mayoria de los casos de LL desarrollan afectacién de la médula ésea y la sangre en el curso de la
enfermedad.

El tratamiento sdlo estd indicado cuando existen sintomas o signos relacionados con enfermedad
activa (sintomas B, conglomerados adenopaticos de gran tamafo o adenopatias de crecimiento
progresivo, esplenomegalia progresiva, citopenias progresivas o fendmenos autoinmunes refractarios
al tratamiento inmunosupresor).

Segun su respuesta al tratamiento, la LLC debe encuadrarse en alguna de las siguientes categorias:
en remisidn completa, en remisién parcial, enfermedad estable, enfermedad en progresién,
enfermedad refractaria y enfermedad minima residual.

El 2-8% de los pacientes con LLC/LL sufre la transformacion de su enfermedad: bien desarrollan un
linfoma B difuso de células grandes (el denominado sindrome de Richter), o mas raramente un
linfoma de Hodgkin (<1%).

Estadiaje de la enfermedad

Se emplean dos sistemas: el de Binet o el de Rai modificado, que toman en consideracion el
numero de territorios afectados (considerando 5 posibles areas cervical, axilar, inguino-femoral, bazo
e higado), los valores de hemoglobina (Hb) y el nimero de plaquetas.

Binet: Se definen tres estadios:

e Estadio A: Hb 210 g/dL; plaquetas >100x10°/L y no mas de dos territorios afectados.

e Estadio B: Hb =10 g/dL; plaquetas >100x10°%/L y tres o mas territorios afectados.

e Estadio C: Hb <10 g/dL y/o plaquetas <100x10°L, independientemente del numero de
territorios afectados.

Rai modificado: se definen 3 estadios:

e Riesgo bajo: Linfocitosis en SP y MO, sin otras alteraciones (antes, Rai 0).

e Riesgo intermedio: Linfocitosis y adenopatias, esplenomegalia y/o hepatomegalia (antes, Rai |
y Rai ll).

e Riesgo alto: Linfocitosis y anemia debida a la enfermedad (Hb<11 g/dL) (antes, Rai Ill) o
trombocitopenia (plaquetas <100x10%L) (antes, Rai IV).
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Ambos sistemas tienen limitaciones, siendo la mas importante su incapacidad para predecir qué
pacientes en estadios iniciales tienen mayor riesgo de progresar. Actualmente, resulta de gran valor la
diferenciacién entre LLC con mutaciones somaticas o sin ellas en los genes que codifican la regién
variable de las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas (IGHV) (véase mds adelante).

TIPO DE MUESTRA IDONEA PARA EL DIAGNOSTICO

En la mayoria de los casos, el diagnéstico de LLC se realiza en sangre periférica en base a la cifra de
leucocitos, la férmula leucocitaria, la morfologia observada en el frotis y el inmunofenotipo apreciado
en la citometria de flujo.

La biopsia de médula dsea no es necesaria para establecer el diagndstico, y su valor pronéstico es
controvertido en el momento actual. Se recomienda hacer biopsia de médula 6sea en las siguientes
situaciones clinicas:

e Antes de iniciar un tratamiento, para posteriormente ayudar en la evaluacion de la respuesta
al mismo.

e Ante citopenias de naturaleza no aclarada, y no justificadas por infiltracién, hemdlisis o causa
carencial.

La biopsia ganglionar tampoco es habitualmente necesaria, salvo en:

e Los casos que se presenten con afectacion ganglionar sin compromiso de SP, o cuando se
plantea el diagnéstico diferencial con un linfoma del manto.

e En aquellos casos en los que se sospeche una transformacién a un linfoma agresivo (debe
sospecharse si aparecen: deterioro del estado clinico, sintomas B, aumento de la LDH, rapido
crecimiento de los ganglios linfaticos, aparicion de lesiones extraganglionares, etc.).

RASGOS HISTOPATOLOGICOS Y HEMATOLOGICOS
En el ganglio linfatico

Borramiento de la arquitectura debido a un patrén de crecimiento difuso, con areas mas claras que
le confieren un aspecto vagamente multinodular (pseudofoliculos). En ocasiones hay sélo afectacion
parcial del ganglio (patrones interfolicular y/o perifolicular).

Linfocitos pequerios, sélo ligeramente mayores que los normales, monomorfos, con el nucleo
redondo o algo irregular, la cromatina compacta y un citoplasma escaso. A veces tienen diferenciacién
plasmocitoide.

Las areas claras se denominan centros de proliferacion, son redondeadas y estan constituidas por
una poblacién celular heterogénea: linfocitos pequefos, prolinfocitos (algo mayores, con nucléolo) y
parainmunoblastos (de mayor tamano, cromatina dispersa, nucléolo eosinéfilo y con un ribete de
citoplasma basdfilo).

El tamafo, niumero y visibilidad de los centros de proliferacién varia de un caso a otro. La presencia
de centros de proliferacién grandes y/o confluentes parece estar relacionada con un peor pronéstico.

El indice de mitosis es muy bajo.

En el bazo
Afectacién predominante de la pulpa blanca, pero también de la pulpa roja.

Los centros de proliferacién son menos prominentes que en el ganglio.
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Linfocitos pequenos, con el nucleo redondo, la cromatina compactay el citoplasma escaso.

En la médula 6sea

Se describen cuatro patrones de infiltracién: intersticial, nodular (nédulos de cualquier tamaiio, en
general sin centro claro, y de localizacién tipicamente centromedular), mixta (intersticial y nodular) y
difusa. En general, los tres primeros son los habituales en las fases iniciales de la enfermedad, y el
ultimo en las fases avanzadas.

Antes, a los patrones histoldgicos de infiltracion se les daba valor prondstico y predictivo de
progresion, pero esto no se ha confirmado con los esquemas terapéuticos actuales.

La infiltracién paratrabecular no es propia de la LLC.
Los centros de proliferacién son menos prominentes que en el ganglio.

Linfocitos pequefos, con el nucleo redondo, la cromatina compacta y el citoplasma escaso.

En la sangre periférica
El examen del frotis de sangre periférica permite orientar el diagndstico en la mayoria de los casos.
Se describen dos variantes:

e Forma tipica o clasica
e Forma atipica, que incluye a la variante mixta y a la variante prolinfocitica (distinta de la
leucemia prolinfocitica).

CITOMETRIA DE FLUJO Y PANEL DE INMUNOHISTOQUIMICA

Panel de primera linea en CMF: En la citometria de flujo la LLC tipicamente expresa CD19, CD20
(débil), CD5, CD23, CD200 y CD43; y es débil o negativa para slg y FMC7.

Panel de primera linea en IHQ: CD20, CD3, CD5, CD23, BCL2 y ciclina D1.
Panel de segunda linea en IHQ: LEF1, IgD y CD43.

e Lascélulas de la LLC/LL no expresan habitualmente CD3, CD10, BCL6 ni ciclina D1.

e Algunos casos de LLC/LL tienen un inmunofenotipo aberrante: CD5- y/o CD43-CD23-, FMC7+.

e Silamédula se ha fijado en B5 hay falsos negativos con CD5.

e La expresion de ZAP70 (=20% de las células) y CD38 (=30% de las células) ocurre
habitualmente en los casos con IGHV no mutado y se asocia a un prondstico adverso.

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL Y ERRORES DIAGNOSTICOS
Diagnéstico diferencial

e Linfoma del manto

e Linfoma folicular

e Leucemia prolinfocitica B

e Linfoma de la zona marginal

e Linfoma de Hodgkin tipo predominio linfocitico
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Causas de errores diagndsticos

e Linfocitos atipicos en sangre y/o el aspirado de médula 6sea: nicleos hendidos o de aspecto
linfoplasmacitico.

e Porcentaje de prolinfocitos en SP del 10-50%.

e En el ganglio linfatico, LL con nucleos atipicos y centros de proliferacién poco aparentes.

e  Afectacion de territorios extramedulares como el SNG, la piel o el tubo digestivo.

e Inmunofenotipos aberrantes, con ausencia de expresion de CD5 o de CD23, y mas raramente
de ambos.

e LLCconlat(14;18)(932;921), poco frecuente y propia del linfoma folicular.

CITOGENETICA Y MUTACIONES SOMATICAS

La LLC/LL es una enfermedad también muy heterogénea y compleja desde el punto de vista
genético.

Hipermutaciones somaticas en los genes que codifican la region variable de las cadenas
pesadas de las inmunoglobulinas (IGHV)

Segun el grado de homologia con respecto a la secuencia de nucleétidos del gen VH entre las
células leucémicas y la linea germinal, se distingue entre LLC con IGHV mutado (<98 % de homologia)
y LLC con IGHV no mutado (=98% de homologia).

Los casos con IGHV no mutado tienen peor prondstico: a) mayor riesgo de recurrencia tras el
trasplante de médula dsea; b) la transformacién (sindrome de Richter) ocurre casi exclusivamente en
este subgrupo; ¢) mayor tendencia a adquirir alteraciones citogenéticas desfavorables y d) menor
supervivencia.

El estado mutacional se correlaciona con la expresién de ZAP70: los casos con IGHV no mutado son
mayoritariamente ZAP70 positivos, y suelen ser negativos los casos con IGHV mutado.

Alteraciones citogenéticas

Las alteraciones citogenéticas (cromosomicas) en la LLC constituyen uno de los principales
factores prondsticos independiente, razén por la cual se recomienda su estudio en todos los casos
antes de iniciar el tratamiento.

El estudio de las alteraciones citogenéticas se debe realizar con las técnicas citogenéticas clasicas
(que han mejorado sus resultados con los nuevos métodos de cultivo celular, recomendandose el
estudio de cariotipo en muestras estimuladas con TPA 72h), y sobre todo mediante FISH (con un panel
multiple frente a las regiones mas frecuentemente alteradas). De manera alternativa se pueden usar
arrays de hibridacién genémica comparada.

En los casos de LLC se han identificado una amplia variedad de alteraciones citogenéticas. Las mas
frecuentes son:

e del(13g14), en general con prondstico favorable
e trisomia 12y del(6g21), con un prondstico intermedio
e del(17p13) y del(11g22-23), se relacionan con un curso clinico agresivo y mal prondstico

Las alteraciones citogenéticas son relativamente estables durante el curso de la enfermedad, pero
en algunos casos aparecen alteraciones adicionales (p. ej. del (17p13) durante su evolucién. En el 20%
de los casos de LLC tienen de partida cariotipos complejos, en general asociados a un mal prondstico.
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Aunque algunos grupos postulen que antes de iniciar el tratamiento es suficiente con el estudio de
la del(17p) y la del(11q), en general se recomienda el estudio de la trisomia 12, del(17p), del (11q) y
del(13q) para una adecuada orientacién prondstica y terapéutica.

Otras mutaciones génicas

El empleo de las nuevas técnicas de secuenciacién ha contribuido de manera extraordinaria al
conocimiento de las alteraciones genémicas de la LLC.

Los genes que con mayor frecuencia estdn mutados en la LLC son:

TP53, con baja incidencia en estadios iniciales, las mutaciones en este gen son mas
prevalente en la LLC en progresion y la enfermedad refractaria al tratamiento. Se asocia
del(17p13), con una concordancia del 80%. En el 5% de los casos con mutacidn en TP53 no
hay del(17p13), y por ello se consideran factores prondsticos adversos independientes.

ATM, las mutaciones en este gen son mas frecuente en casos con del(11q) pero se considera
también un factor prondstico adverso independiente.

NOTCHT1, es uno de los que con mayor frecuencia aparece mutado en la LLC, particularmente
en casos de enfermedad avanzada o de sindrome de Richter. Se asocia a la trisomia 12.

SF3B1, las mutaciones en este gen también son mas frecuente en casos con del(11q) y
enfermedad avanzada.

MYD8S, presente en casos de IGHV mutado (= 3% del total).

PRONOSTICO Y FACTORES PREDICTIVOS DE LA EVOLUCION

Entre los factores con valor prondstico y predictivos del curso clinico, la respuesta al tratamiento y
la supervivencia en los casos de LLC/LL se consideran los siguientes:

Estadio clinico de la enfermedad.
Marcadores séricos (LDH, 2-microglobulina, timidina quinasa, entre otros).
Tiempo de duplicacion de las cifras de linfocitos en la sangre periférica (mayor o menor de 12
meses).
Centros de proliferacion grandes y/o confluentes.
Estado mutacional de IGHV.
Expresion de ZAP70 en =20% y/o de CD38 en =30% de las células tumorales.
+Tipo de alteracién citogenética:

. del(13g14): buen prondstico

. trisomia 12y del(6g21): prondstico intermedio

« del(17p13) y del(11922-23): mal pronéstico
Mutaciones en TP53, ATM, NOTCH1 y SF3B1.

RECOMENDACIONES

1.

Para establecer el diagndstico de la LLC/LL es esencial realizar un estudio morfoldgico e
inmunofenotipico, mediante citometria de flujo y/o inmunohistoquimica, generalmente de
sangre periférica en los casos de LLC y en el ganglio linfatico en los casos de LL. Grado C.
Evidencia nivel IV.

El patélogo puede contribuir a su diagnéstico en casos atipicos, y aportar informacién valiosa
identificando el patrén de infiltracion de la médula ésea o valorando la respuesta al
tratamiento. Grado C. Evidencia nivel IV.
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El diagndstico de LL, generalmente se establece en una biopsia ganglionar, y se debe realizar
el diagnéstico diferencial con otros linfomas B de células pequefas. La eventual
transformacién en un LBDCG o en un linfoma B Hodgkin-like también es un diagnostico
basado en los hallazgos histopatolégicos. Grado C. Evidencia nivel IV.

El diagndstico de LLC/LL requiere la colaboracién entre el hematologo y el patélogo. Grado C.
Evidencia nivel IV.

Las alteraciones citogenéticas son frecuentes en la LLC, ademds de un factor prondstico
independiente, razén por la cual se recomienda su estudio mediante FISH y/o cariotipo en
todos los casos antes de iniciar el tratamiento. Grado C. Evidencia nivel IV.

Se recomienda el estudio del estado de mutacidon de los genes que codifican la regién
variable de las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas (IGHV) y de las mutaciones de TP53.
Grado C. Evidencia nivel IV.

Los autores desean agradecer a la Dra. Neus Villamor la revisién critica de este capitulo.
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DEFINICION

Es un proceso neoplasico de células B con morfologia de prolinfocitos que infiltra médula dsea,
sangre periférica y bazo. La cifra de prolinfocitos en sangre periférica debe ser mayor del 55%. Hay que
descartar casos de progresion de LLC-B y linfomas del manto con expresion periférica. Es una entidad
muy rara, aproximadamente 1% de leucemias linfociticas. Afecta a pacientes de edad avanzada y
tienen un curso clinico mas agresivo que CLL.

TIPO DE MUESTRA IDONEA PARA EL DIAGNOSTICO

El diagnostico se establecera en la mayoria de las ocasiones en sangre periférica y/o médula dsea.
Las descripciones de la PLL en otras localizaciones son excepcionales y la mayoria corresponden a
linfomas del manto blasticos

Sangre periférica: La mayoria de las células circulantes son prolinfocitos, células de mediano
tamano con nucléolo prominente.

Biopsia-cilindro y aspirado de médula ésea: El aspirado muestra abundantes prolinfocitos. La
biopsia muestra una infiltracién intersticial y/o infiltracion difusa y nodular peritrabecular por
linfocitos de mediano tamano con nucleos con nucléolos prominentes.

Bazo: El bazo muestra infiltracién de pulpa blanca y pulpa roja por una poblacion de linfocitos de
mediano tamano. Las descripciones de PLL en bazo son excepcionales.

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL Y ERRORES DIAGNOSTICOS
El diagnéstico diferencial incluye:

e Linfoma de células del manto. Es el principal diagnéstico diferencial, es necesario realizar
ciclina D1 y/o descartar la presencia de la t(11;14).

e LLC-B con un aumento de prolinfocitos. El fenotipo por inmunohistoquimica y/o citometria
de flujo (escore Matutes de LLC-B ayuda a establecer el diagnéstico).

LIBRO BLANCO DE LA ANATOMIA PATOLOGICA EN ESPARA 2021 = 123



Recomendaciones del Grupo de Trabajo de Linfomas de la SEAP

e Linfoma esplénico de la zona marginal, con aumento de células grandes. La composiciéon
citolégica de linfocitos pequefos junto con células con diferenciacion marginal y blastos
salpicados establece el diagnostico frente a al relativo monomorfismo de la PLL

Este diagnodstico diferencial debe tener en cuenta la morfologia y cifra de linfocitos en sangre
periférica, fenotipo y caracteristicas clinicas.

PANELES DE INMUNOHISTOQUIMICA (IHQ) e HIBRIDACION IN SITU CROMOGENICA (HIS-C)
Panel de primera linea CMF: CD20, CD22, FMC7, CD5, CD23
Panel de primera linea IHQ: CD20, CD3, CD5, CD23, ciclina D1,

Paneles de segunda linea: IgD, IgM

CITOGENETICA Y MOLECULAR

El estudio citogenético no es imprescindible, pero si recomendable por su utilidad en el
diagnéstico diferencial. Ausencia de la t(11;14)(q13;q32), bien mediante FISH y/o cariotipo. Los
cariotipos complejos son frecuentes y la del (17p) descrita en el 50% de los casos, generalmente
asociada a mutaciones del TP53. La trisomia 12 es infrecuente y las deleciones del 13q14 se detectan
en aproximadamente un 30% de los casos.

RECOMENDACIONES

1. El estudio de sangre periférica y/o médula dsea es el método de eleccion para el diagnéstico
inicial de los casos con sospecha de LPL. Grado B, nivel de evidencia lll.

2. La morfologia prolinfocitica no es sindbnimo de LPL. Puede observarse en la progresién de
diferentes leucemias de linfocitos B. Grado C. Evidencia nivel IV.

3. Debe excluirse linfoma manto leucémico mediante la ausencia de expresion de ciclina D1 y/o
ausencia de t(11;14) mediante FISH. Grado C. Evidencia nivel IV Grado C. Evidencia nivel IV.

4. El estudio de cariotipo no es necesario en el panel diagnéstico habitual de la LPL. Grado C.
Evidencia nivel IV.
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DEFINICION

Neoplasia linfoide de células B maduras centrofoliculares (centrocitos y centroblastos) de patrén
nodular predominante.

FRECUENCIA Y FACTORES EPIDEMIOLOGICOS
Es un linfoma frecuente. Representa el 20% de todos los linfomas.
Mas frecuente en Europa y EE.UU. que en el resto del mundo.

Adultos (62 década de la vida), sin diferencia entre sexos. Raro antes de los 20 anos.

PRESENTACION CLINICA Y EVOLUCION

Presentacion clinica

Adenopatias generalizadas (sélo el 30% debuta en estadios I-1l), sin otra sintomatologia. Es poco
frecuente la aparicion de sintomas B.

Frecuente afectacion de la médula dsea al diagnéstico (60% de los casos) y del bazo.
Menos frecuentemente: piel, anillo de Waldeyer, tubo digestivo, mama y testiculos.

Se ha descrito presentacion leucémica (linfocitosis absoluta) del LF en el momento del diagnéstico,
aunque varia segun las series entre el 4-23% de los casos [1].

Curso clinico y progresion
Curso clinico prolongado, con remisiones y recurrencias.

El 25-35% de los LF progresan a un linfoma de alto grado. Lo mas frecuente es la transformacién
histoldgica a LBDCG, pero también puede hacerlo en formas mas agresivas como un linfoma B de alto
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grado DH/TH y con menos frecuencia a un linfoma de tipo linfoblastico. En estos casos es
recomendable identificar la presencia de traslocaciones de BCL2, BCL6 y MYC.

TIPO DE MUESTRA IDONEA PARA EL DIAGNOSTICO

La biopsia por escision del ganglio linfatico o del tejido extraganglionar afectado es la muestra
idénea para el diagnéstico de linfoma folicular. Es la Unica muestra que permite evaluar el tejido por
completo por lo que es posible establecer el patrén y el grado con seguridad.

La biopsia con aguja gruesa (BAG) puede estar justificada en casos de adenopatias no accesibles
(por ejemplo las retroperitoneales). Es posible alcanzar el diagndéstico de LF con la ayuda de la
inmunohistoquimica y la biologia molecular; no obstante debe advertirse mediante una nota al
diagnéstico que el diagnéstico puede estar sesgado por el tipo de material remitido (particularmente
el grado citologico del tumor o la presencia de areas de patrén difuso).

La PAAF no es un procedimiento diagnéstico recomendable para el diagnéstico inicial de LF.

La biopsia de MO tampoco es un método diagnéstico adecuado porque aunque el patrén de
infiltracion es muy caracteristico (patron paratrabecular), no es exclusivo. No obstante es el método de
eleccioén para la estadificacion de todos los casos de linfoma folicular. El aspirado no es suficiente para
el diagnéstico dado que no nos permite evaluar el patron de infiltracion.

MORFOLOGIA Y GRADOS HISTOLOGICOS
Morfologia
Borramiento de la arquitectura ganglionar normal.

Patrén nodular, con nédulos compactos, sin centro claro, con mantos ausentes o atenuados, en
estrecho contacto.

Dos tipos celulares en los foliculos: centroblastos (CB) y centrocitos (CC), sin presencia de
macréfagos con cuerpos tingibles. La cantidad de CB establecera el grado del LF.

De forma focal existen CC neoplasicos (generalmente mas pequenos que los foliculares) entre los
foliculos. Este no es criterio de patron difuso. Si la proporcion es superior a 25% debe indicarse en el
informe que existe un patron difuso (de bajo grado, compuesto de forma predominante por CC).

La presencia de areas difusas con células CB (de gran tamafo) debe reflejarse en el informe y se
considera como LBDCG. De esta forma incluiremos por separado el % de cada uno de los
componentes (LBDCG en %y LF en %). Estos casos son manejados clinicamente como un LBDCG.

En un pequefio porcentaje de LF se advierte un patrén de crecimiento invertido, que remeda al
linfoma marginal nodal, no obstante un adecuado estudio inmunohistoquimico nos permitira
diferenciarlo. Asi mismo se ha descrito diferenciacion marginal, monocitoide e incluso
linfoplasmocitica, fundamentalmente en la periferia de los foliculos, formando parte de la poblacién
neoplasica. Dicho hallazgo no varia ni el diagndstico, ni el grado.
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Grados histolégicos

Se establece segun el nimero de CB por campo de gran aumento, por lo que debemos contar al
menos 10 campos en diferentes foliculos, considerando aquellos que morfolégicamente veamos de
grado mayor.

Grado 1: 0-5; Grado 2: 6-15; Grado 3A: >15 (con CC presentes); Grado 3B: >15 (no hay CCQ).

Es imprescindible incluir el grado en el informe anatomopatolégico.

Afectacion de la médula 6sea

Existe frecuentemente afectacion medular al diagnéstico y tipicamente suele ser paratrabecular,
aunque puede mostrar patrones de afectacion intersticial, nodular y difuso. No es necesario el estudio
inmunohistoquimico en todos los casos aunque si recomendable.

El estudio IHQ nos permite detectar infiltrados sutiles desde el punto de vista morfolégico y
descartar la presencia de nédulos mixtos intramedulares reactivos. Para ello utilizaremos CD20 y CD3
y en caso de duda CD10/BCL6 y BCL2. En casos con terapia previa con antiCD20 es util el uso de otros
marcadores B como PAX5 y CD79.

INMUNOFENOTIPO

El linfoma folicular tipicamente expresa marcadores B (CD20, CD79a, CD19, OCT2 y PAXS5),
marcadores de centro foliculo (BCL6, CD10) y BCL2. Puede resultar de ayuda el CD21 y/o CD23, que
marcan las células dendriticas foliculares, para distinguir entre foliculos confluentes y areas difusas. En
ocasiones se observa expresion de CD23 por las células neoplasicas.

No es necesario utilizar todos los marcadores de estirpe B, pero si al menos 2 en aquellos casos en
que el paciente haya sido tratado con rituximab porque el CD20 puede ser negativo completamente.

El linfoma folicular tipicamente no expresa CD3 ni ciclina D1. En cambio se han descrito LF con
expresion de CD5; asi como LF CD10-MUM1+.

BCL2 se sobreexpresa en la mayoria de los casos de LF. Un porcentaje significativo de LF de grado
3 puede ser negativo para BCL2 y carecer de t(14;18). Incluso, hasta el 10% de los casos con t(14;18)
pueden ser negativos para BCL2 utilizando el clon usual (clon 124). En este ultimo caso el uso de
clones alternativos (E17, SP66) puede ser de utilidad para desenmascarar la pseudonegatividad.

El indice de proliferacion (Ki67) no es necesario para el diagnéstico, ni para establecer el grado,
aunque puede ser de utilidad para el diagnéstico diferencial con hiperplasia linfoide reactiva y LBDCG.
Generalmente en los LF de bajo grado suele ser <20% (LF de grado 1-2) y >20% en LF de alto grado
(grado 3ay 3b).

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL Y ERRORES DIAGNOSTICOS
Diagnéstico diferencial
Hiperplasia folicular reactiva
Linfoma del manto
Linfoma linfocitico con centros de proliferacion (pseudofoliculos) prominentes

Linfoma de la zona marginal.
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Linfoma de células grandes B con reordenamiento de IRF4.

Causas de errores diagnosticos

BCL2 puede ser negativo o débilmente positivo en LF, particularmente en los de grado 3 (50% de
los casos) y en la variante de tipo pediatrico. Por tanto, la ausencia de expresion de BCL2 no excluye el
diagnéstico de LF.

El LF puede presentar patrones histoldgicos atipicos: afectacion parcial del ganglio, afectacion
parcial de algunos foliculos linfoides no neoplasicos, foliculos irregulares serpiginosos, patrén floral,
patrén invertido o patrén difuso puro (sin areas nodulares).

El LF puede estar constituido por tipos celulares atipicos: centroblastos con nucleo lobulado,
apariencia blastoide, células en anillo de sello, con diferenciacion plasmocelular.

Las células del LF pueden mostrar focalmente una distribucién perifolicular, con la apariencia cito-
histoldgica de un linfoma de la zona marginal.

El LF puede mostrar expresion aberrante de CD5 y CD23; y puede ser negativo para CD10.

CITOGENETICA Y DATOS MOLECULARES

La translocacién t(14;18) que reordena BCL2 con el gen de las inmunoglobulinas (IgH) esta
presente en el 90% de los LF de grado 1-2, y con menos frecuencia en los de grado 3.

Debido a la variabilidad en los puntos de ruptura del gen BCL2, el método mas sensible y
especifico para la identificacion del reordenamiento BCL2 es la FISH utilizando una sonda tipo break
apart (tejido) o Dual color dual fusion (muestra MO o SP con infiltracién tumoral, o células en
suspensién obtenidas por disrupcién mecanica de muestra de tejido). Esta técnica es suficiente para el
diagnéstico de rutina de este linfoma.

El estudio de PCR para detectar reordenamientos de BCL2 no es una alternativa en el ambito
diagnéstico por su escasa sensibilidad.

El estudio citogenético con muestras estimuladas 72 horas con TPA no es imprescindible para el
diagnéstico de LF, aunque si recomendable, siempre que sea posible, ya que permite identificar
anomalias secundarias con potencial valor pronéstico. Los cariotipos complejos con mas de seis
anomalias, las translocaciones que afectan al 824 (MYC), las deleciones de 1p, 69, 17p asi como las
ganancias del cromosoma 12 o 18p entre otros parecen asociarse a un prondstico desfavorable.

Se recomienda el estudio del reordenamiento del gen BCL2 por FISH en los casos con
inmunofenotipo aberrante y/o patrén histoldgico atipico.

Se recomienda el estudio de clonalidad linfoide B en las casos de linfoma B folicular de tipo
pediatrico.

Otras translocaciones son raras en el LF, pero pueden ocurrir. En LF de grado 3 sin la £(14;18) es
recomendable emplear la sonda break-apart para BCL6 (el reordenamiento de BCL6 esta presente en
el 5-15% de los LF). Asimismo existe un subgrupo de Linfomas B de célula grande de fenotipo GCB con
reordenamientos de IRF4/MUM1 (2).

Un subgrupo de LF sin la t(14;18)(q32;921) y caracterizado por un patrén predominantemente
difuso se asocia a deleciones en 1p36 (3) y localizacién inguinal de las adenopatias.
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La transformacién a LBDCG conlleva la adquisicion de alteraciones genéticas adicionales,
particularmente la translocacion del gen MYC y otras relacionadas con la disregulacién del ciclo
celulary la respuesta al dafio del DNA.

PRONOSTICO Y FACTORES PREDICTIVOS DE LA EVOLUCION

La extension de la enfermedad en el momento del diagnéstico y el Indice Pronéstico Internacional
para LF (FLIPI) son importantes factores prondésticos.

En el FLIPI-2, la afectacion de la médula ésea en LF se considera de manera especifica un factor
prondstico adverso, aunque su utilidad en la practica asistencial esta siendo evaluada (4,5)

El grado histolégico es un buen factor pronéstico del curso de la enfermedad y del riesgo de
transformacion a LBDCG.

La presencia de areas difusas en LF de grado 1-2 no influye en el prondstico. Es esencial distinguir
entre un patrén difuso de bajo grado y la presencia concomitante de LBDCGy LF.

En general, el indice de proliferacién se correlaciona con el grado histolégico, pero hay un
subgrupo de LF grado 1-2 con un alto indice de proliferacién que se comporta de un modo similar al
LF de grado 3.

VARIANTES DEL LINFOMA FOLICULAR
Neoplasia folicular in situ

El término linfoma folicular in situ en la nueva ediciéon de la OMS ha sido sustituido por el de
neoplasia folicular in situ; en cambio sus criterios diagndésticos no han variado.

El diagnodstico se establece cuando observamos una arquitectura ganglionar o folicular
extraganglionar conservada, frecuentemente con un patréon predominante de hiperplasia linfoide
reactiva, pero con expresion intensa, en un numero variable de foliculos de CD10 y BCL2 (8, 9). Se
excluyen los casos que presentan en la misma biopsia dreas que cumplen criterios de LF convencional
con infiltracién parcial del ganglio linfatico. Es particularmente informativa, en este diagnéstico
diferencial la presencia de infiltracién interfolicular.

El riesgo de transformacién a LF establecido de lesiones aisladas e incidentales de neoplasia
folicular in situ es muy bajo. No obstante, en un porcentaje significativo de los casos los pacientes
tienen LF establecido en el momento de este diagndstico (confirmado en otra biopsia) o lo desarrollan
a corto plazo. Otro subgrupo de casos se identifica en el momento del diagndstico de otras neoplasias
linfoides, no LF.

En el momento del diagnostico de neoplasia folicular in situ es recomendable insistir en la
necesidad de un adecuado despistaje clinico de linfoma establecido (estudios de imagen y biopsia de
medula 6sea si existe sospecha clinica de linfoma establecido) (6-11).

Linfoma folicular de tipo pediatrico

Es una variante de LF que suele aparecer en varones, nifos pero que ha sido descrita también en
adultos. Es principalmente de localizaciéon ganglionar, aunque puede presentarse en el anillo de
Waldeyer.

Morfolégicamente recuerda un LF, con nédulos y células grandes, de aspecto blastoide, o
dificilmente clasificable, con variable expresién de BCL2, sin reordenamiento del gen BCL2. Tampoco
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se han detectado reordenamiento de BCL6, ni c-myc. Resulta por tanto necesario determinar
clonalidad. Recientemente se han descrito mutaciones somaticas (MAP2K1 y TNFRSF14) distintas a las
usuales en LF convencional. Clinicamente la enfermedad tiene un excelente pronéstico, por lo que el
manejo clinico debe ser conservador (12).

LF del tracto gastrointestinal.

LF de tipo duodenal: La regidn de aparicion mas frecuente es la segunda porcién del duodeno,
aunque puede aparecer en cualquier localizacion del tracto gastrointestinal. La presentacion clinica
suele ser en forma de multiples pélipos sin sintomatologia clinica especifica. En ocasiones incluso
inexistente. El estadiaje clinico es bajo y no tienen tendencia a progresar. El pronéstico es excelente
incluso sin tratamiento especifico, recomendandose una actitud conservadora. (13-14)

LF primario testicular

Localizacién extraganglionar frecuente, no sélo en nifios, sino también en adultos. Estadiaje clinico
bajo (1E generalmente), afectacién unilateral y prondstico excelente. Hay que recordar que suelen no
expresar BCL2, ni presentar la t(14;18). (15).

Linfoma folicular predominantemente difuso con delecion 1p36.

Se trata de un linfoma poco frecuente, de localizacién tipicamente inguinal, con un patrén de
crecimiento difuso, de bajo grado. El estudio inmunohistoquimico muestra expresién de marcadores
de centrofoliculo, expresién variable de BCL2 y, usualmente expresién de CD23. No se observan
reordenamientos de BCL2, habiéndose descrito otras alteraciones moleculares como la del1p36 (3).

Linfoma B centrofolicular cutaneo:

Se discute en el capitulo de linfomas cutaneos.

RECOMENDACIONES

1. EILF se presenta tipicamente en la edad adulta con adenopatias generalizadas. No obstante
no debemos olvidar que puede presentarse como enfermedad extraganglionar (LF de tipo
duodenal), localizada (LF variante difusa), en forma leucémica y en edad temprana (LF de tipo
pediatrico). Grado C. Evidencia nivel IV.

2. El grado histologico del LF debe aparecer en el informe anatomopatolégico. Grado C.
Evidencia nivel IV.

3. La presencia de areas difusas en las que haya >15CB por campo de gran aumento es criterio
suficiente para el diagnéstico de LBDCG. En este caso se debe informar como LBDCG vy
Linfoma folicular del grado que corresponda, expresando los porcentajes de ambos. Grado C.
Evidencia nivel IV.

4. El panel inmunohistoquimico de primera linea para el diagnéstico de LF debe incluir: CD20,
CD3, BCL2, BCL6, CD10, CD5 y Ki67. Grado C. Evidencia nivel IV.

5. El panel inmunohistoquimico de segunda linea para el diagnéstico de LF puede incluir:
MUM?1, otros marcadores B (PAX5, OCT2), CD21, CD23, p53 y en funcién de CD5, ciclina D1.
Grado C. Evidencia nivel IV.
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En la biopsia de estadiaje de MO es preciso realizar estudio IHQ con CD20 y CD3 para
descartar infiltrados sutiles morfolégicamente. PAX5 puede ser de utilidad en pacientes
previamente tratados con inmunoterapia (anti-CD20). Grado C. Evidencia nivel IV.

El LF in situ cambia el nombre en la Gltima edicion de la OMS, por neoplasia folicular in situ. Es
conveniente incluir una nota en el informe acerca del significado de la lesion y la
conveniencia de realizar un estudio clinico para descartar LF establecido u otro tipo de
linfoma (técnicas de imagen, TAC y biopsia de MO). Grado C. Evidencia nivel IV.

El estudio citogenético no es imprescindible para el diagnéstico de LF aunque si
recomendable, especialmente en los casos de morfologia o fenotipo atipicos. Grado C.
Evidencia nivel IV.

Se recomienda el estudio por FISH del reordenamiento de BCL2 con sondas de tipo break
apart para cortes de parafina y dual fusion para extensiones. Grado C. Evidencia nivel IV.
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Linfoma esplénico de la zona marginal

Manuela Mollejo Villanueva
mmollejov@sescam.jccm.es
Servicio de Anatomia Patoldgica, Hospital Virgen de la Salud, Toledo.

DEFINICION Y FRECUENCIA DE LA ENTIDAD.

El linfoma esplénico de la zona marginal (LEZM) es un linfoma de células pequeias y curso clinico
indolente caracterizado por infiltracion del bazo, médula 6sea y sangre periférica. Es poco frecuente,
alrededor del 2% de los sindromes linfoproliferativos. Hay casos asociados al virus de la hepatitis C, y
en Africa subsahariana se ha documentado un cuadro idéntico al LZME con linfocitos vellosos
asociado con malaria. El LEZM aparece en personas de edad avanzada (media 65 afios) y se manifiesta
con esplenomegalia, linfocitosis y citopenias de intensidad variable, debidas principalmente a la
esplenomegalia mas que a la infiltraciéon de la médula. En el 20% de los casos pueden detectarse otros
fendmenos autoinmunes. En un tercio de los casos se detecta un pico monoclonal, mas
frecuentemente IgM. Suele haber elevacién de B2M y de LDH pero no sintomas B. En un 10-13% de los
casos puede haber transformacion a LBDCG, que puede ocurrir en el bazo, ganglios y/o médula 6sea,
con elevacién de LDH, afectacion sistémica, sintomas B, aparicion de lesiones ocupantes de espacio en
el bazo y comportamiento clinico agresivo.

TIPO DE MUESTRA IDONEA PARA EL DIAGNOSTICO

Los criterios del diagndstico estan recogidos en el documento del «SMZL working group» y en la
clasificacion de las neoplasias hematoldgicas de la OMS de 2008. El diagnéstico se puede establecer
con el estudio de los datos morfolégicos, fenotipicos y moleculares de sangre periférica y médula 6sea
y/o estudio de la pieza de esplenectomia.

Sangre periférica: En la sangre periférica casi siempre se detecta una poblaciéon clonal de
linfocitos, que suele ser superior a 5x10%/uL, pero sin alcanzar valores superiores a 25x10%/pL. En el
frotis se observan linfocitos de pequefio y mediano tamano, células con diferenciacién plasmocitoide
y se suelen identificar, aunque no siempre, linfocitos vellosos con prolongaciones polares
caracteristicas, aunque su proporcion varia en los diferentes casos del 5% al 90% de los linfocitos.

Biopsia médula ésea: Infiltrado intersticial, intrasinusoidal y nédulos intertrabeculares. La médula
estd afectada practicamente en todos los casos, aunque a veces es muy leve y solo se puede
demostrar con tincién para CD20 que marca la infiltracion intrasinusoidal e intersticial. Un rasgo util es
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la presencia de dendriticas marcados con CD23 en los nddulos linfoides, reflejando el
reemplazamiento folicular como en el bazo.

Pieza de esplenectomia: Patron micronodular, centrado en la pulpa blanca, con un componente
interior de linfocitos pequefos que reemplaza el centro germinal con borramiento del manto normal.
Este componente estd rodeado por una zona periférica de células de pequefo y mediano tamafo con
citoplasmas amplios y con blastos salpicados (diferenciacion marginal). Se observa infiltracion en la
pulpa roja en una intensidad variable y con una composicién celular semejante a la de la pulpa blanca.
Se pueden observar histiocitos epitelioides. Como en otros linfomas de células pequenas se puede
observar diferenciaciéon plasmacitica, con presencia de nidos de células plasmaticas en los centros.

Ganglio linfatico: Es muy raro la afectacion de ganglios periféricos por LEZM. Sin embargo, si se
suelen afectar los ganglios hilio esplénico. En esta muestra el tumor presenta un patrén nodular, con
un crecimiento del linfoma alrededor de los centros, reemplazandolos y formado por una
composicidn citolégica semejante a la del bazo, pero la diferenciacién marginal no es tan evidente.

Cada vez se realiza con mas frecuencia el diagnostico en sangre y/o médula porque estd
disminuyendo la realizacion de esplenectomia con fines terapéuticas al utilizarse otras opciones,
como rituximab con o sin monoterapia asociada.

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL Y ERRORES DIAGNOSTICOS

Es importante tener en cuenta que este tumor no tiene un marcador propio, y que rasgos
morfoldgicos descritos en médula, sangre y bazo pueden manifestarse en otros linfomas de células
pequeias cuando infiltran estas localizaciones.

El diagndstico diferencial se plantea con otros linfomas de células pequefas:

e Linfoma de células del manto, la expresion de ciclina D1 excluye el diagnéstico de LEZM.

e Linfoma folicular: la coexpresion de foliculos de bcl2 y bcl6 favorece el diagnéstico de linfoma
folicular. EI mayor problema es de LEZM con linfoma folicular BCL2 negativo. En estos casos,
el patrén de tincién con Mib1 (anular o diana) en LEZM, frente a localizacion en centros en LF,
y la expresién en esos centros de Bcl6 ayuda al diagnéstico.

e Linfoma linfoplasmacitico. Este diagndstico se establece principalmente en los casos de LEZM
con diferenciacion plasmacitica. En estos casos el estudio de mutaciones de MYD88 puede
ayudar.

e LLC-B. Este diagndstico se establece en la mayoria de las ocasiones en sangre periférica y
médula ésea. La coexpresion de CD5, CD23 favorece el diagnéstico de LLC. La expresién de
LEF1 es otro marcador util para el diagnéstico de LLC-B frente a LEZM.

e El diagnostico diferencial con otros linfomas de la zona marginal requiere correlacion con los
datos clinicos y localizacién del linfoma.

Es importante diferenciar el LEZM de las poblaciones monoclonales de linfocitos B, con un
fenotipo tipo marginal, como las asociadas a hepatitis virus C, procesos autoinmunes como artritis
reumatoide, lupus, etc. Para establecer un diagndéstico preciso es necesario una correlacion clinico-
patoldgica.

PANELES DE IHQ

Panel de primera linea CMF: CD19, CD20/CD22, CD200, CD11¢, CD25, CD123, CD103, kappa,
lambda.

Panel de primera linea IHQ: CD20, CD3, bcl2, bcl6, SOX11, ciclina D1, CD23, Ki67.
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El patrén de tincidn con bcl2 y MIB1 ayudan al diagnéstico de este tumor. Bcl2 permite identificar
reemplazamiento de centros bcl2 negativos por células tumorales bcl2+. Con Ki67 se puede observar
el patron en diana, con tincion en el centro de las células del centro residuales y en la zona periférica
(marginal), o bien patrén anular, destacando las células proliferantes en la zona marginal, cuando se
ha producido el reemplazamiento total del centro por el tumor.

No existe un marcador propio de este tumor, por lo que es necesario descartar otros linfomas de
células pequenas con marcadores relativamente especificos como SOX11 y ciclina D1 para excluir
linfoma del manto, y bcl6 para excluir linfoma folicular.

Panel de segunda linea: Anexina 1, IgD, IGG, LEF1

CITOGENETICA/MOLECULAR

El andlisis del gen de las inmunoglobulinas (Ig) ha mostrado el uso selectivo de la familia IGVH1-2
aproximadamente en un tercio de los LEZM.

Los estudios citogenéticos revelan anomalias en el 70-80% de los casos, con cariotipos complejos
en un 50%. Entre las anomalias mas frecuentes se encuentran las trisomias totales o parciales de los
cromosomas 3/3q(25%) y 12q(13%) y deleciones del 6q y del 7q. Esta Ultima se detecta en el 45% de
los casos, siendo excepcional en otros linfomas de células pequeias. Otras alteraciones citogenéticas
descritas son anomalias de 1q, 8q, 9p, 14q, 18q, y deleciones del 17p, ésta ultima junto con la
presencia de cariotipos complejos parecen asociarse a un pronéstico mas desfavorable. Estudios de
secuenciacion masiva han mostrado que los genes mas frecuentemente mutados son NOTCH2 en 10-
25%y KLF2 en 12-44%.

La ausencia de la t(11;14)(q13;932) y la t (14;18)(932;921) ayudaran a excluir linfoma del manto y
linfoma folicular, especialmente cuando solo se disponga de médula ésea y/o sangre periférica.
Mutaciones del gen MYD88 son poco frecuentes, hasta 19%, y las mutaciones de BRAF son
excepcionales en este tumor; su estudio puede ayudar al diagndstico diferencial con LPL y
tricoleucemia, respectivamente.

RECOMENDACIONES

1. El diagnéstico se puede establecer en el estudio de muestra de sangre periférica y médula
dsea y/o pieza de esplenectomia. Grado C. Evidencia nivel IV.

2. No es imprescindible el estudio del bazo para establecer el diagnéstico. Grado C. Evidencia
nivel IV.

3. El diagnéstico diferencial con otros linfomas de células pequefas mas relevante clinicamente
es con el linfoma del manto, por lo que es necesario excluir este diagnéstico mediante la
tincién con SOX11, ciclina D1 y/o estudio de reordenamiento de CCND1 mediante FISH.
Grado C. Evidencia nivel IV.

4. La presencia de linfocitos vellosos no es exclusiva de este tumor, otros linfomas de células
pequefas pueden presentar linfocitos vellosos, como linfoma manto, folicular,
linfoplasmacitico, o linfoma difuso de la pulpa roja. Grado C. Evidencia nivel IV.

5. Lainfiltracién intrasinusoidal no es exclusiva de este tumor, se puede ver en otros linfomas. Es
necesario integrar el resto de datos morfoldgicos y fenotipicos para hacer un diagnéstico.
Grado C. Evidencia nivel IV.

6. La diferenciacion marginal observada en el bazo no es exclusiva de LEZM, otros linfomas de
células pequenfas cuando infiltran el bazo pueden manifestar este aspecto morfolégico, por lo
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que hay que tener en cuenta otros datos morfoldgicos y fenotipicos. Grado C. Evidencia nivel
Iv.

En las biopsias de médula ésea es necesario realizar CD20 para detectar la infiltracion, a veces
no visible con la HE. Grado C. Evidencia nivel IV.

El estudio citogenético no es necesario, pero es recomendable dado que puede ser de ayuda
en el diagndstico diferencial. Grado C. Evidencia nivel IV.
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Linfoma de la zona marginal tipo MALT

Manuela Mollejo Villanueva
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DEFINICION Y FRECUENCIA DE LA ENTIDAD.

El linfoma de la zona marginal asociado a tejido linfoide asociado a mucosas (MALT) se caracteriza
por una proliferacion linfoide con un patrén de crecimiento perifolicular con colonizaciéon de los
centros germinales y extension perifolicular. Estd formada por linfocitos pequefos, células B
monocitoides, plasmaticas en una proporcion variable y aislados blastos. En mucosas, los linfocitos
infiltran el epitelio y forman las llamadas lesiones linfoepiteliales. Los linfomas MALT representan un
8% de los linfomas B y un 50% de los linfomas primarios gastricos.

En muchos casos de linfomas MALT existen lesiones precursoras. Hay una historia de infiltrado
inflamatorio crénico, debido a infeccién, proceso autoinmune o un estimulo desconocido que
produce acimulo de tejido linfoide en una localizacién extraganglionar, que posteriormente da lugar
al linfoma MALT. Entre estas lesiones precursoras se encuentran gastritis por Helicobacter pylori,
tiroiditis de Hashimoto o sindrome de Sjogren.

TIPO DE MUESTRA IDONEA PARA EL DIAGNOSTICO

Biopsia de la localizacién extraganglionar afecta. Localizaciones mas frecuentes: tracto
gastrointestinal (gastrica), pulmon, cabeza y cuello, salivar, ocular, piel.

Biopsia de médula ésea: No esta indicada en la mayoria de los linfomas MALT, porque un alto
porcentaje de casos se presentan en estadios localizados. Cuando hay infiltracion, el patron de
infiltracion puede ser intersticial, nodular o difuso.

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL Y ERRORES DIAGNOSTICOS

El diagnéstico diferencial se establece por un lado con procesos reactivos y por otro, con otros
linfomas B de células pequenas. El linfoma B de células del manto tiene un tropismo particular por el
tracto gastrointestinal y se debe considerar en el diagnéstico diferencial, particularmente si no se
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observan lesiones linfoepiteliales. También el linfoma B folicular y sus variantes pueden plantear un
diagnéstico diferencial en territorios extraganglionares.

Los datos favorables al diagndstico de linfoma frente al de proceso reactivo son el patréon
infiltrante del componente linfoide, anomalias fenotipicas/citogenéticas, evidencia indirecta de
monoclonalidad por restriccion de cadenas ligeras y/o estudio molecular de reordenamiento
monoclonal de los genes de Ig.

No hay un marcador especifico de este linfoma, por lo que es necesario realizar
inmunohistoquimica para descartar otros linfomas de células pequenas.

Hay que tener en cuenta la hiperplasia marginal atipica con restriccién de cadenas ligeras, descrita
en la infancia, que plantea diagnéstico diferencial con linfoma de la zona marginal.

PANELES DE IHQ
Panel de primera linea: CD20, CD3, ciclina D1, bcl2, bcl6, Mib1, kappa, lambda

Panel de segunda linea: SOX11, CD38, IgD, CD23, IRTA1

CITOGENETICA/MOLECULAR

Se han descrito translocaciones asociadas a linfomas MALT, incluyendo la t(11;18)(q21;921) que
implica a API2-MALT1 y las t(1;14) (p22;932), t(14;18)(932;921) y la t(3;14)(p14.1;932), que desregulan
los factores de transcripcion BCL10, MALT1 Y FOXP1 respectivamente. Estas alteraciones tienen cierta
predisposicién a producirse en determinadas localizaciones:

e La t(11;18)(q21;921)(API2-MALT1) (15-40%)detectada especialmente en MALT gastricos (10-
40%), se asocia a una pobre respuesta al tratamiento antibioético erradicador del H. pylori
(<5%) y por ello en estos casos debe considerarse la adiciéon de tratamientos alternativos. Esta
anomalia también se detecta en MALT pulmonares.

e la t(14;,18)(g32;921)(IGH-MALT1)(20%) se detecta principalmente en linfomas anejos
oculares/érbita y glandula salival.

e La t(3;14)(p14.1;932)( IGH-FOXP1) (<5%) asociado fundamentalmente a MALT de tiroides,
anejos oculares/6rbita y piel.

e Lat(1;14)(p22;932)(IGH-BCL10) (<5%), detectado fundamentalmente en los MALT gastricos y
pulmonares.

Se han descrito deleciones/mutaciones de A20 en el 19%, 8% y 11 % de los linfomas MALT ocular,
salival y tiroides respectivamente.

Las trisomias del cromosoma 3y 18y las deleciones del 6g, también son frecuentes en este tipo de
linfomas, independientemente de la localizacién anatémica.

Se han descrito mutaciones de MYD88 en el 9%.
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RECOMENDACIONES

1.

Las lesiones linfoepiteliales no son especificas de los MALT, se pueden observar en otros
linfomas infiltrando epitelios y en condiciones reactivas. Grado C. Evidencia nivel IV.

Hay que recordar que otros linfomas B de célula pequefa pueden presentarse clinicamente
infiltrando localizaciones extraganglionares. Grado C. Evidencia nivel IV.

Como otros linfomas B de célula pequeia puede presentar diferenciacién plasmacitica,
particularmente después de la terapia. Grado C. Evidencia nivel IV.

Se pueden observar células grandes salpicadas en la zona marginal, y eso no es sindnimo de
linfoma B difuso de células grandes. Solo cuando se observen zonas difusas formadas por
células grandes, el diagnéstico sera linfoma B difuso de células grandes con un componente
de linfoma MALT. Grado C. Evidencia nivel IV.

Por la ausencia de marcadores especificos, y por la dificultad de realizar el diagndstico
diferencial con procesos reactivos/precursores, es necesario hacer una correlaciéon clinico-
patoldgica para establecer el diagnéstico definitivo. Grado C. Evidencia nivel IV.

En casos en los que no haya evidencia indirecta de monoclonalidad mediante estudio IHQ
con cadenas ligeras se recomienda realizar estudio de clonalidad de IG para demostrar
objetivamente monoclonalidad. Grado C. Evidencia nivel IV.

Los estudios citogenéticos pueden ser de ayuda en el diagndstico diferencial. En los linfomas
MALT gastrico, se recomienda realizar el estudio de a t(11;18)(g21;921)(API12-MALT1), ya que
esta traslocacion predice una pobre respuesta al tratamiento antibiético. Grado B. Evidencia
nivel lll.
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DEFINICION Y FRECUENCIA DE LA ENTIDAD

El linfoma de la zona marginal tipo ganglionar (NMZL) es una neoplasia de células B que se
asemeja morfolégicamente a los ganglios infiltrados por linfoma de la zona marginal tipo MALT o
esplénico pero sin afectacion de una localizacion extraganglionar ni del bazo.

Es muy poco frecuente, alrededor del 1,5-1,8% de las neoplasias linfoides. Se han descrito casos
asociados a virus de la hepatitis C.

Existe un subtipo clinico-patoldgico, el linfoma de la zona marginal pediatrico. Se suele presentar
en varones, en un estadio clinico inicial y en una sola localizacién ganglionar. Tienen un curso
excelente con baja proporcion de recidivas con tratamiento conservador.

TIPO DE MUESTRA PARA DIAGNOSTICO

La muestra ideal para el diagndstico es la biopsia escisional del ganglio linfatico afectado. Es muy
rara la afectacién de médula 6sea y sangre periférica.

Biopsia ganglio: Muestra una proliferaciéon linfoide con un patrén perifolicular, colonizando
centros y con crecimiento en las areas interfoliculares. La composicidn citoldgica es semejante a los
otros linfomas de la zona marginal: linfocitos pequeios, células plasmaticas, linfocitos con
diferenciacién marginal y aislados blastos. La tincion para dendriticas destaca el patron nodular con
centros residuales.
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TIPO DE ESTUDIOS HISTOPATOLOGICOS REQUERIDOS PARA LA ESTADIFICACION

Biopsia-cilindro de médula ésea: Es el método de eleccién para la estadificacion de todos los
casos de LZMG. El examen morfolégico del aspirado no es suficiente para el diagnéstico en estos
casos y se requiere una biopsia cilindro y estudios inmunofenotipicos y de citogenética/FISH (estos en
caso de que se demuestre infiltracién por citometria de flujo-morfologia

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL Y ERRORES DIAGNOSTICOS

El diagnéstico diferencial se plantea especialmente con el linfoma folicular, linfoma
linfoplasmacitico y con la infiltracion ganglionar por un linfoma de la zona marginal tipo MALT o
esplénico.

Por otro lado, se plantea diagndstico diferencial con hiperplasias foliculares reactivas.

PANELES DE IHQ

No existe un marcador propio de este linfoma, para establecer el diagnéstico hay que excluir
marcadores de otros linfomas y utilizar los que destaquen el patrén arquitectural.

Panel de primera linea: CD20, CD3, bcl2, bcl6, ciclina D1, CD23, MIB1.

Panel de segunda linea: SOX11, IgD, kappa, lambda, MNDA.

CITOGENETICA/MOLECULAR

No existe marcador especifico de este tumor. No son frecuentes las traslocaciones descritas en los
linfomas marginales MALT ni la del7g31-32 del linfoma esplénico de la zona marginal. Entre las
anomalias mas frecuentemente detectadas se encuentran las trisomias de los cromosomas 3,7,12y 18
y las traslocaciones del cromosoma 1.

En ocasiones puede ser necesario la demostracién de clonalidad por PCR para confirmar el
diagnéstico de linfoma de la zona marginal y diferenciarlo de proceso reactivo.

Estudios de secuenciacion masiva han identificado mutaciones del gen PTPRD (14,3%), como un
nuevo marcador de este tipo de linfoma, y la presencia de mutaciones somaticas de genes descritos
en LEZM como NOTCH2 (20%) y de KLF2 (14,3%).

RECOMENDACIONES
1. La biopsia escisional del ganglio es necesaria para el diagnéstico. Grado C. Evidencia nivel IV.

2. Por la ausencia de marcadores propios, hay que incluir en el panel de inmunohistoquimica
SOX11, ciclina D1 y bcl6 para excluir linfoma del manto y linfoma B folicular. Grado C.
Evidencia nivel IV.

3. La presencia de foliculos es constante, y la tincién para dendriticas (CD21/CD23) destacan el
patrén nodular del tumor con la existencia de centros germinales reemplazados por el tumor.
Grado C. Evidencia nivel IV.

4. Correlacionar con la historia clinica para descartar infiltracion de érgano extraganglionar o
esplénica. Grado C. Evidencia nivel IV.
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Diferenciacion marginal se puede observar en linfomas foliculares. Grado C. Evidencia nivel
Iv.

Cuando presenta diferenciacion plasmacitica y plantea diagnoéstico diferencial con LPL, se
puede realizar un diagnéstico de linfoma B de células pequeias con diferenciacion
plasmacitica y proponer las diferentes opciones. Grado C. Evidencia nivel IV.

El numero de células grandes que se ven en los LZM ganglionares suele ser mayor que en los
otros tipos, MALT y esplénico. Sin embargo, para considerarlo un linfoma B difuso de células
grandes tienen observarse un patron difuso formado por masas o nidos de células grandes
sin el patrén nodular del LZM. Grado C. Evidencia nivel IV.
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DEFINICION

El linfoma linfoplasmacitico (LPL) es una neoplasia de células B maduras formada por linfocitos
pequenos, plasmaticas y linfocitos plasmocitoides que no cumplen los criterios de otros linfomas B de
células pequenas, que pueden presentar diferenciacion plasmacitica. Afecta médula 6sea, bazo y
menos frecuentemente ganglio linfatico. Es frecuente la presencia de paraproteina, generalmente
IgM. Macroglobulinemia de Waldenstrom (MW) se define como un LPL con infiltracion de médula
6sea y produccion de componente monoclonal IgM, independientemente de su cantidad y de que
haya o no sintomatologia. Anemia, trombopenia, leucopenia puede observarse por infiltracién
medular y raramente por hiperesplenismo. Otros sintomas-signos que se pueden detectar en estos
pacientes, en parte relacionados con la paraproteina sérica son la neuropatia, organomegalias,
visceromegalias, citopenias, amiloidosis y crioglobulinemia. Hay casos asociados al virus de la hepatitis
C

TIPO DE MUESTRA IDONEA PARA EL DIAGNOSTICO

El diagnéstico se establece mas frecuentemente en sangre periférica y biopsia de médula ésea y/o
en ganglio linfatico.

Sangre periférica: Frecuentemente muestra rouleaux. Se observan linfocitos pequefios,
linfoplasmocitoides y células plasmaticas.

Biopsia médula dsea: Muestra un infiltrado paratrabecular, intersticial, difuso y/o nodular por
linfocitos pequenos, células linfoplasmocitoides y plasmaticas. Se pueden observar cuerpos de Russell
(inclusiones citoplasmaticas de Ig, PAS positivas), o cuerpos de Dutcher (inclusiones nucleares). Se
pueden observar aislados blastos, pero no centros de proliferacion. Se ven frecuentes mastocitos. No
se suele ver ni la infiltracién intrasinusoidal, como en linfomas esplénicos de la zona marginal, ni
centros germinales residuales. Para establecer el diagnéstico de LPL/MW es obligado el estudio de la
médula 6sea (aspirado y biopsia).

Ganglio linfatico: Proliferacién linfoide con un patrén vagamente nodular, con centros
germinales residuales, y formada por el mismo tipo celular que en médula ésea y sangre periférica. No
es raro observar histiocitos epitelioides,
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Bazo: Es muy raro que se realice el diagnéstico en el bazo. Presenta un infiltrado con las mismas
caracteristicas que en el resto de los 6rganos, y localizado preferentemente en la pulpa roja.

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL Y ERRORES DIAGNOSTICOS

El diagndstico de LPL es un diagndstico de exclusién, ya que otros linfomas B de células pequenas
pueden mostrar diferenciacién plasmacitica, por tanto es necesario descartar otros linfomas antes de
hacer el diagnéstico de LPL.EI diagnéstico que mas dificultad plantea es el linfoma de la zona
marginal.

Por otro lado, el diagndstico diferencial hay que establecerlo con las proliferaciones
linfoplasmaciticas monoclonales asociadas/ o no al virus de la hepatitis C (gammapatia monoclonal de
significado incierto IgM). No se conocen los factores de riesgo que determinan la progresion de
linfocitosis linfoplasmaciticas monoclonales a evidentes linfomas.

PANELES DE INMUNOHISTOQUIMICA (IHQ) e HIBRIDACION IN SITU CROMOGENICA (HIS-C).
Panel de primera linea CMF: CD20, CD22, CD138, CD23, CD5, CD25, CD103, sigMlg, CD10.
Panel de primera linea IHQ: CD20, CD3, CD138, CD38, kappa, lambda, ciclina D1.

Paneles de segunda linea: CD56.

CITOGENETICA Y MOLECULAR

La delecién de 6q es frecuente (aprox. 30%), pero no tiene mucho impacto clinico y escaso en el
diagnéstico diferencial (aunque menos frecuente, también se observa en otros sindromes
linfoproliferativos).

La mutacion L265P del gen MYD88 es muy frecuente en casos de MW (>95%) y GMSI-IgM (50-90%),
aunque se ha descrito con muy escasa frecuencia en el resto de los LPL. Esta mutacién es de gran
utilidad para el diagnéstico diferencial, ya que no estd presente en otras neoplasias linfoides, salvo en
un 15-20% de los linfomas difusos de célula grande (especialmente de tipo no centro germinal en
localizaciones extraganglionares), el 20% de los linfomas B de la zona marginal esplénico y en apenas
un 2% de las leucemias linfoides cronicas. Las mutaciones del gen CXCR4 se detectan en un 25-30% de
los casos de MW, y atin no han sido descritas en otras neoplasias linfoides.

En ocasiones puede ser necesario realizar FISH para t(11;14) y t (14;18) para excluir linfoma del
manto y linfoma folicular respectivamente, que nunca aparecen en el LPL.

RECOMENDACIONES
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Cuando no se pueda establecer un diagnéstico preciso de LPL, se aconseja diagnosticarlo de
linfoma B de células pequenas con diferenciacién linfoplasmocitica y establecer posibles
diagnésticos diferenciales. Grado C. Evidencia nivel IV.

La deteccién de la mutacion MYD88/L265P se ha demostrado de utilidad en el diagnéstico
diferencial de procesos linfoproliferativos B de bajo grado en muestras de MO y ganglio
linfidtico de modo que su presencia apoya el diagnéstico de LPL y MW. Grado B, nivel de
evidencia lll.

El diagndstico de MW requiere la identificacion de un componente monoclonal IgM en suero,
junto con la evidencia de infiltracion medular significativa en la biopsia ésea. En las muestras
de aspirado de MO se establece un punto de corte del 10% de linfoplasmocitos para el
diagnostico de LPL. La expresion slgM, CD20, CD19, CD25 y CD22 débil con ausencia de CD5,
CD23y CD10 es altamente sugerente de LPL/MW. Grado C. Evidencia nivel IV.

La presencia de componente monoclonal IgM, en ausencia de infiltrado significativo en la
biopsia ésea y signos o sintomas clinicos marca el diagnéstico de Gammapatia Monoclonal
de Significado Incierto tipo IgM. Grado C. Evidencia nivel IV.
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DEFINICION Y FRECUENCIA DE LA ENTIDAD

La leucemia de células peludas (LCP) es un proceso linfoproliferativo caracterizado por
esplenomegalia, infiltracion de médula 6sea y presencia en sangre periférica y aspirados de médula
6sea de células con prolongaciones citoplasmaticas «peludas». Los pacientes presentan sintomas por
pancitopenia, esplenomegalia o infecciones.

TIPO DE MUESTRA IDONEA PARA EL DIAGNOSTICO
El diagndstico se establece normalmente en muestra de sangre periférica y médula ésea.

Sangre periférica: Se puede observar macrocitosis, pancitopenia, y monocitopenia. Las células
peludas tienen nucleos de mediano tamano y citoplasmas amplios con prolongaciones. No muestran
nucléolo prominente.

Biopsia médula ésea: Tipicamente los aspirados son secos por la fibrosis en la médula, siendo la
biopsia de la médula una localizaciéon tipica para el diagnéstico. El grado de infiltracién es variable,
desde un infiltrado intersticial con conservacion de la arquitectura y del tejido adiposo hasta una
infiltracion difusa con borramiento de la arquitectura normal, por una proliferacién de linfocitos de
pequeno-mediano tamafo con citoplasmas amplios y claros. La infiltracién de la médula por LCP no
suele formar nédulos como ocurre en la infiltracion de la médula por otros linfomas.

Bazo: Se observa una infiltracion difusa en la pulpa roja por una proliferacion de linfocitos con
citoplasmas claros y nucleos ovoideos. La pulpa blanca suele ser atréfica. Es frecuente observar lagos
Venosos.

Ganglio linfatico: No suelen estar infiltrados y raramente se reciben para diagnéstico. El grado de
infiltracion es variable, y la morfologia de las células es similar a la descrita en bazo
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DIAGNOSTICO DIFERENCIAL Y ERRORES DIAGNOSTICOS

El diagnostico diferencial se establece principalmente con la LCP variante, el LEZM y el linfoma
esplénico difuso de la pulpa roja.

El patrén de infiltracion de la médula ésea mas frecuente es intersticial, respetando la arquitectura,
requiriendo en esas circunstancias la realizacién de técnicas de inmunohistoquimica para el
diagnéstico (CD20).

PANELES DE IHQ

Las células de la LCP expresan TRAP, a diferencia de los otros procesos linfoproliferativos con los
que se plantea diagnéstico diferencial.

Panel de primera linea CMF: CD20/CD22, CD11¢, CD25, CD103, CD123, kappa y lambda.
Panel de primera linea IHQ: CD20, CD3, Anexinal, BRAFV600E (clon VE1).

Panel de segunda linea: IgD, DBA44, ciclina D1.

CITOGENETICA/MOLECULAR

Se ha descrito la presencia de la mutacion V600E en casi el 100% de los casos de LCP. Esta
mutacién es un marcador diagnéstico en la LCP y un potencial marcador de seleccién de terapia
dirigida.

RECOMENDACIONES

1. El estudio de sangre periférica y médula dsea son las localizaciones donde se realiza
normalmente el diagnéstico. Grado C. Evidencia nivel IV,

2. CD11¢, CD25, CD103, CD123 son recomendados cuando se sospecha LCP. Grado C. Evidencia
nivel IV.

3. El estudio de la presencia de la mutacion de BRAF es recomendable aunque no
imprescindible en el momento actual para el diagnéstico de LCP. Grado C. Evidencia nivel IV.

4. La morfologia de las células con citoplasmas amplios y claros hace sospechar el diagnéstico
de LCP. Grado C. Evidencia nivel IV.

5. Las prolongaciones citoplasmaticas se observan en los extendidos de sangre periférica, pero
no en los realizados de médula ni de bazo. Grado C. Evidencia nivel IV.

6. Lafuerte expresion de TRAP es casi exclusiva de la LCP. Grado C. Evidencia nivel IV.

7. Enrelacién a la valoracién de la expresién de Anexina 1 en la médula 6sea hay que tener en
cuenta que también marca células mieloides y algunos linfocitos T, pero no se ha descrito en
otros linfomas B. Grado C. Evidencia nivel IV.
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DEFINICION Y FRECUENCIA DE LA ENTIDAD

El linfoma B de células pequenas esplénico difuso de la pulpa roja (LEDPR) es una entidad
provisional incluida en la Ultima edicién de la clasificacion de linfomas de la OMS. Es un linfoma que
afecta médula 6sea, sangre periférica y bazo. Es un linfoma muy poco frecuente, representa menos del
10% de los linfomas B diagnosticados en el bazo. Se caracteriza por una infiltracién de la pulpa roja
por una poblacién monétona de linfocitos pequerios B.

TIPO DE MUESTRA IDONEA PARA EL DIAGNOSTICO

Como el propio nombre indica, el diagnéstico estandar requiere el examen del bazo, pero por las
caracteristicas de la infiltracién de la médula y en sangre periférica se puede sugerir el diagndstico.

Sangre periférica: Se observa una poblacién linfoide homogénea de linfocitos de pequerio-
mediano tamaiio, con nucleos redondo u oval y citoplasmas basofilos con prolongaciones «vellosas».
Los nucléolos no son prominentes. Se observan células linfoplasmocitoides y ocasionalmente
linfocitos grandes con nucléolos prominentes en casos de progresidn/transformacién

Médula dsea: Tipicamente se observa una infiltracion intrasinusoidal, acompafiada con un
infiltrado intersticial y/o nodular de variable intensidad.

Bazo: Morfolégicamente el bazo muestra una infiltracion difusa en la pulpa roja, a nivel sinusoidal
y cordonal, de linfocitos pequenos. La pulpa blanca suele estar atréfica.

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL Y ERRORES DIAGNOSTICOS

El diagndstico diferencial se establece basicamente con el LEZM, LCP y con la LCP variante.
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La infiltracién de la médula y de la sangre periférica puede ser semejante al LEZM. Sin embargo, el
examen del bazo es diferente, no observandose ni citologia bifasica, ni diferenciacién marginal ni
reemplazamiento folicular.

El diagnéstico diferencial con la LCP se basa en la morfologia (diferente patrén de prolongaciones
vellosas, ausencia de fibrosis en médula), fenotipo (ausencia de anexinal, CD25, TRAP en el difuso) y
molecular (ausencia de mutaciones de BRAF).

El diagnéstico diferencial con la LCP variante se basa basicamente en la ausencia de nucléolo en el
LEDPR y menor grado de linfocitosis. En cualquier caso, hay cierto solapamiento entre ambas
entidades.

Recientemente se ha descrito que la ciclina D3 es expresada en la mayoria de los LEDPR, siendo un
marcador Util para realizar el diagnéstico de esta entidad.

PANELES DE IHQ
Panel primera linea CMF: CD20/CD22, CD25, CD103, CD123.
Panel primera linea IHQ: CD20, CD3, IgG, ciclina D1.

Panel de segunda linea: Anexina 1, IgD, BRAFV600E (clonVE1), ciclina D3.

CITOGENETICA/MOLECULAR

No hay alteraciones citogenéticas ni moleculares propias de este tumor. Se ha descrito alteraciones
de TP53 con aumento de la expresidn proteica en un 29% de los casos. A diferencia del LEZM, solo es
ocasional la presencia de del7q. Los estudios de secuenciacion masiva han mostrado mutaciones
somaticas de MAP2K1, p53, NOTCH2 y CCND3 en esta entidad.

RECOMENDACIONES

1. En caso de duda de diagnoéstico, es preferible denominarlo linfoma esplénico B, no
clasificable. Grado C. Evidencia nivel IV.
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Leucemia de células peludas, variante
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DEFINICION Y FRECUENCIA DE LA ENTIDAD

La Leucemia de células peludas variante (LCPv) es una proliferacion linfoide B que recuerda a la
LCP pero que difiere en que muestra células con prominente nucléolo (variante prolinfocitica de LCP),
son CD25-, TRAP -, anexina 1- y no responden a la terapia habitual de la LCP con cladribina. A pesar del
nombre, ambas entidades no estan relacionadas bioldgicamente. Esta incluida en la OMS como una
entidad provisional. Es un proceso linfoproliferativo muy poco frecuente, que afecta sangre periférica,
médula 6sea y bazo. Suele presentar leucocitosis.

TIPO DE MUESTRA IDONEA PARA EL DIAGNOSTICO
El diagndstico se realiza en sangre periférica.

Sangre periférica: La mayoria de las células son grandes, con prolongaciones, y nucléolos
prominentes, que semejan prolinfocitos. El fenotipo por CMF es CD25-, CD103-, CD11c+, CD123+
(40%), con un score CLL de 0-1.

Médula ésea: El infiltrado de la médula désea es intersticial e intrasinusoidal, requiriendo la
realizacién de inmunohistoquimica (CD20) para su diagnéstico.

Bazo: El patrén de infiltracion es en la pulpa roja, con atrofia de la pulpa blanca.

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL Y ERRORES DIAGNOSTICOS
El diagnéstico diferencial se establece con la LCP, LEDPRy LEZM.

A diferencia de la LCP los aspirados de la médula 6sea no son secos por la ausencia de fibrosis
reticulinica.
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PANELES DE IHQ

Marcadores positivos son DBA44, CD11¢, Inmunoglobulinas de superficie (frecuentemente IgG),
CD103 y FMC7.

Panel de primera linea CMF: CD20, CD103, CD123, CD25,CD11c

Panel de primera linea IHQ: CD20, CD3, Anexinal, BRAFV600E

Panel de segunda linea: IgD, IgG, DBA44

CITOGENETICA/MOLECULAR

No se conocen alteraciones citogenéticas/moleculares especificas de este tumor. Se han descrito
mutaciones de TP53 en un 30% de los casos y mutaciones de MAP2K1 en un 50% de LCPv. La
mutacién BRAFV600E descrita en la LCP no se da en la LCPv.

RECOMENDACIONES

1.

Es una enfermedad excepcional, que a pesar del nombre, no esta relacionada con la leucemia
de células peludas. La presencia de nucléolo prominente es un rasgo distintivo de esta
entidad. Aunque en algunos casos sean nucléolos pequefos, se observan en todos los casos.
Grado C. Evidencia nivel IV.

Para su diagnostico es preciso demostrar un fenotipo atipico para LCP. Grado B. Nivel de
evidencia lll.

Es necesario realizar estudio IHQ con Anexinal y BRAFV600E para descartar una LCP clasica.
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Linfoma de Burkitt
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DEFINICION

El linfoma de Burkitt (LB) es un linfoma B compuesto de células de tamaio mediano, monomorfo
que se suele presentar en localizaciones extraganglionares y pacientes en edad pediatrica (30-50% de
los linfomas de la infancia, 1-2% de los linfomas en nuestro medio [1]) y jévenes o inmunodeprimidos.
Este tipo de neoplasia se caracteriza molecularmente por traslocaciones aisladas de MYC
(habitualmente con IGH o cadenas ligeras, IGL (22q11) o IGK (2p12)) que constituye un requisito para
el diagnéstico [1].

El LB es una enfermedad potencialmente curable, especialmente las formas endémicas y
esporadicas. Después del tratamiento con quimioterapia de combinacién intensiva a altas dosis las
tasas de curacién alcanzan el 80-90% incluso en pacientes con enfermedad diseminada. Son
marcadores de mal pronéstico la afectacién del SNC y MO, masas >10 cm no resecables y LDH sérica
muy elevada [1].

TIPO DE MUESTRA IDONEA PARA ESTABLECER EL DIAGNOSTICO

Biopsia escisional/incisional de la adenopatia o tejido extraganglionar afecto: Es el método
de eleccion.

Puncion biopsia con aguja gruesa (BAG): Es la aproximacién a utilizar en caso de que no se
pueda realizar una biopsia incisional/escisional por la situacién clinica del paciente. Véase capitulo
Obtencién de las muestras para diagndstico hematopatoldgico.

TIPO DE ESTUDIOS COMPLEMENTARIOS REQUERIDOS PARA LA ESTADIFICACION

Anadlisis de LCR: Debe de realizarse siempre. EI SNC se encuentra afecto por LB en
aproximadamente un 20% de los casos de LB. El diagndstico en LCR requiere excluir contaminacion
por SP y la demostracién por CMF de una poblacién B clonal [2].

Biopsia-cilindro aspirado de médula désea: Es el método de eleccién para la estadificaciéon de
todos los casos de LB. El examen morfolégico del aspirado no es suficiente para el diagndstico en
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estos casos y se requiere una biopsia cilindro ademas de estudios inmunofenotipicos y de
citogenética/FISH.

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL Y ERRORES DIAGNOSTICOS

Los casos de LB plantean el diagnéstico diferencial con neoplasias hematolinfoides y no linfoides,
especialmente en edades pedidtricas (Sarcoma de Ewing, por ejemplo). Entre las neoplasias
hematolinfoides es esencial establecer el diagnéstico diferencial con leucemia/linfoma linfoblastico
de precursores B o T, leucemia mieloide aguda indiferenciada o minimamente diferenciada, linfoma B
de células del manto (variante blastoide), linfoma B de alto grado doble/triple hit, Linfoma B Difuso de
Células grandes con reordenamientos aislados de MYC y linfoma B con alteraciones en 11q (ganancias
intersticiales en 11923.2-23.3 y pérdidas de 11g24.1-ter y usualmente ausencia de traslocacion de
MYC, que presenta morfologias Burkitt-like, de alto grado y de tipo LBDCG convencional) [3].

PANELES DE INMUNOHISTOQUIMICA (IHQ) E HIBRIDACION IN SITU CROMOGENICA (HIS-C)

El linfoma de Burkitt se caracteriza por mostrar un fenotipo B con expresién uniforme de
marcadores de fenotipo centro germinal como CD10 y BCL6. Se observa expresion de IgM de
superficie y negatividad para BCL2 y TdT. El indice proliferativo es virtualmente del 100% pero las
condiciones de procesamiento de tejido pueden artefactar la cuantificacién de la expresion de este
marcador [2]. La sobreexpresién de C-MYC en un porcentaje significativo de la celularidad tumoral es
la norma en LB y se asocia con la presencia de traslocaciones del gen, tanto en LB como en LBDCG
[4,5]. Asi, la sobreexpresion de c-Myc en mas del 70% de la celularidad neoplasica tiene una
sensibilidad y valor predictivo negativo del 100% y una especificidad del 93% con valor predictivo
positivo del 85% en relacién con la presencia de traslocaciones de MYC en linfomas B agresivos [4]. En
el mismo sentido, la ausencia de expresién de LMO2 se ha relacionado con la presencia de
traslocaciones de MYC en linfomas B de alto grado, con elevada sensibilidad y especificidad [6].

Panel de primera linea IHQ: CD45 (ALC), CD20, CD3, CD10, Ki-67, BCL2, BCL6, TdT, C-MYC.
Panel de primera linea CMF: CD45 (ALC), CD20, CD3, CD10, CD5, CD19, TdT, kappa, lambda [7].

Panel de segunda linea: HIS para EBV-EBER.

CITOGENETICA Y MOLECULAR

La deteccion de reordenamientos de MYC mediante FISH con sondas de tipo BA es de eleccién
para el diagndstico de LB. En casos negativos para este gen mediante sondas BA se recomienda
realizar DF FISH para detectar el reordenamiento [2]. Existe no obstante un porcentaje de casos
(<10%) de LB tipico en los que no se detecta reordenamiento de MYC mediante FISH [1].

El estudio de traslocaciones de BCL2 y BCL6 debe hacerse en todos los linfomas sugestivos de
Burkitt del adulto. La ausencia de reordenamientos de BCL2 y BCL6 es un requisito para el diagnéstico
de LB. También debe realizarse FISH de BCL2 y BCL6 en los pacientes con histologias y/o fenotipos
atipicos, incluso en edad pediatrica, tales como aquellos que presentan expresion
inmunohistoquimica de BCL2. En estos casos se requiere la demostracién de un reordenamiento
aislado de MYC, sin que simultdneamente presenten reordenamiento de BCL2 o BCL6, para el
diagnostico de LB.

El estudio de cariotipo debe intentar realizarse siempre que exista muestra suficiente,
especialmente en aquellos casos con histologias dudosas. Los cariotipos en el LB suelen ser NO
complejos. En el 40% de los casos la traslocacién IG-MYC es la Unica anomalia citogenética. En el resto
de los casos se detectan anomalias adicionales siendo las mas frecuentes las ganancias del 1q, 7q y
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pérdidas del 6g,13g32-34 y 17p. Cariotipos complejos deben hacernos dudar del diagndstico de LB. Se
ha descrito un perfil molecular del linfoma de Burkitt basado en andlisis de la expresién génica [8,9]. El
linfoma de Burkitt molecular se caracteriza por sobreexpresion de genes relacionados con c-Myc y
cariotipos simples con translocaciones de MYC como Unica anomalia citogenética. La correlacion del
perfil molecular con la morfologia es baja y actualmente no se aplica para diagnéstico rutinario.
Recientemente se han descrito mutaciones somaticas en MYC, ID3, GNA13, RET, PIK3R1, ARIDTA y
SMARCA4 entre otros [10]. La presencia de mutaciones en ID3 (en el 34% de los casos) no se encuentra
en casos de DLBCL. No obstante, la utilidad de estos marcadores para el diagnéstico, prondstico o
seleccién de terapia esta por determinar.

RECOMENDACIONES

1.

En todos los pacientes debe hacerse biopsia de médula 6sea y estudio del LCR para estadiaje.
(Grado B, nivel de evidencia lll).

Panel de primera linea IHQ: CD45 (ALC), CD20, CD3, CD10, Ki-67, BCL2, BCL6, TdT, c-Myc.
(Grado C, nivel de evidencia IV).

Panel de primera linea CMF: CD45 (ALC), CD20, CD3, CD10, CD5, CD19, TdT, kappa, lambda.
(Grado C, nivel de evidencia IV).

Panel de segunda linea: HIS para EBV-EBER. (Grado C, nivel de evidencia IV).

La deteccion de reordenamientos de MYC mediante FISH con sondas de tipo BA es de
eleccion para el diagnéstico de LB. En casos negativos se recomienda realizar el estudio de
reordenamiento IGH-MYC con sondas DF FISH para detectar el reordenamiento. (Grado C,
nivel de evidencia IV).

El estudio de traslocaciones de BCL2 y BCL6 debe hacerse en todos los linfomas sugestivos de
Burkitt del adulto y casos con hallazgos histopatolégicos y fenotipicos atipicos. (Grado C,
nivel de evidencia IV).

Se requiere la demostracion de un reordenamiento aislado de MYGC, sin que simultdneamente
presenten reordenamiento de BCL2 o BCL6, para el diagndstico de LB. (Grado C, nivel de
evidencia IV).

El estudio de cariotipo puede ser util para el diagndstico diferencial del LB y ocasionalmente
para identificar reordenamientos no detectados por FISH. Los cariotipos complejos deben
hacernos dudar del diagnéstico de LB.
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DEFINICION

El linfoma B difuso de células grandes es una neoplasia de células linfoides B de tamafo grande
(nucleo igual o mayor que el de un macréfago o tamano superior al doble de un linfocito normal) que
tiene un patréon de crecimiento puramente difuso en las secciones histopatoldgicas [1]. Existen una
serie de variantes morfoldgicas, moleculares y fenotipicas, asi como entidades especificas compuestas
de células B grandes. En este apartado se trata del LBDCG NOS de forma general con anotaciones
especificas para los subtipos/entidades de LBDCG.

El LBDCG NOS constituye del 25-30% de los linfomas B no Hodgkin en el mundo occidental. Es mas
frecuente en pacientes afosos, pero puede aparecer a cualquier edad [1]. Algunas formas pediatricas
[2] y las asociadas a edad avanzada [3] e infeccién por EBV [1,4,5] tienen rasgos clinicopatolégicos y
moleculares caracteristicos.

TIPO DE MUESTRA IDONEA PARA EL DIAGNOSTICO

Biopsia escisional/incisional de la adenopatia o tejido extraganglionar afecto: Es el método
de eleccion.

Puncion biopsia con aguja gruesa (BAG): Es la aproximacion que se debe utilizar en caso de que
no se pueda realizar una biopsia incisional/escisional por la situacion clinica del paciente. Véase
capitulo Obtencién de las muestras para diagnédstico hematopatoldgico.

TIPO DE ESTUDIOS HISTOPATOLOGICOS REQUERIDOS PARA LA ESTADIFICACION

Biopsia-cilindro de médula ésea: Estudio requerido para la estadificacion de todos los casos de
LBDCG. El examen morfolégico del aspirado no es suficiente para el diagnostico en estos casos y se
requiere una biopsia cilindro. La médula ésea puede estar infiltrada de forma concordante (morfologia
de linfoma B difuso de células grandes), discordante (afectacion por linfoma B de células pequefas) o
no infiltrada. El significado pronéstico de la infiltracién discordante es limitado [6,7] y en una minoria
de casos representa una situacién de linfoma B indolente en progresion a Linfoma B de células
grandes [8].
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DIAGNOSTICO DIFERENCIAL Y ERRORES DIAGNOSTICOS

Los casos de LBDCG plantean diagnéstico diferencial histopatoldgico con una amplia variedad de
procesos neoplasicos no linfoides y linfoides (Linfoma de Hodgkin y Linfoma T periférico,
principalmente). La aproximacién diagnoéstica inicial debe incluir un estudio morfolégico con
hematoxilina-eosina (HE) y un panel bésico con marcadores de linea linfoide (CD45, ALC), B (CD20)y T
(CD3). Una vez determinada la naturaleza linfoide B del infiltrado de células grandes el diagnéstico
diferencial debe tener en cuenta:

e Linfoma B de células del manto (variante pleomérfica).

e Linfoma B de alto grado (Linfoma B de alto grado DH/TH/NOS).

e Linfomas B con rasgos intermedios entre Linfoma de Hodgkin y Linfoma B Difuso de Células
grandes.

e Subtipos especificos de linfomas B de células grandes: Linfoma B rico en células T e
histiocitos, Linfoma B de células grandes EBV positivo NOS, Linfoma B difuso primario
cerebral, Linfoma B Difuso primariamente cutaneo (tipo piernas), Linfoma B difuso primario
mediastinico, Linfoma plasmablastico, Linfoma B ALK positivo, Linfoma B HHV-8 NOS,
Linfoma B primario de cavidades, granulomatosis linfomatoide, linfoma B difuso asociado con
inflamacién cronica.

Este diagnodstico diferencial debe tener en cuenta caracteristicas clinicas de la enfermedad
(localizacién de las lesiones) y del paciente (edad), asi como rasgos morfolégicos especificos de la
neoplasia (morfologia Hodgkin-like, morfologia plasmabléstica) e inmunofenotipicos.

PANELES DE INMUNOHISTOQUIMICA (IHQ) e HIBRIDACION IN SITU CROMOGENICA (HIS-C).

Se reconocen al menos dos variantes moleculares de LBDCG NOS, el subtipo centro germinal (GCB)
y el subtipo activado (ABC). Estas variantes moleculares se definen en funcién del perfil de expresién
génica determinada mediante analisis de expresién de ARNm, de modo que la mayoria de las series
publicadas asignan un porcentaje de casos al tipo ABC entre el 46 y 48% [2,9,10]. Se han desarrollado
varios algoritmos inmunohistoquimicos que son subrogados imperfectos del perfil de expresion
génica con tasas de concordancia variables en torno al 90% [9-11]. Ya que la IHQ es un método
factible para la subclasificacién de estos casos se recomienda incluir, al menos, el fenotipado segun el
algoritmo de Hans en los casos de LBDCG [11]. Es preciso incluir en el informe el porcentaje estimado
de células positivas para cada marcador analizado. Adicionalmente hay evidencia de que la
coexpresion mediante inmunohistoquimica de C-MYC'y BCL2 en casos de LBDCG (C-MYC >40%, BCL2
>70%) identifica un subgrupo de LBDCG de conducta clinica especialmente agresiva [12-14]. Se
recomienda incluir la determinacién de la expresién de C-MYC y BCL2, identificando el porcentaje
estimado de células positivas. Asimismo, la expresién de CD30 en casos de LBDCG se asocia con
rasgos clinicopatologicos y moleculares especificos [15]. La potencial disponibilidad de terapias
especificas frente esta molécula hace aconsejable identificar la positividad y el porcentaje estimado de
células positivas para CD30 en cada caso de LBDCG. Otro marcador que se ha relacionado con
prondstico en LBDCG es CD5. Se ha demostrado en series retrospectivas multicéntricas que la
expresion de CD5 se asocia con caracteristicas clinico-patolégicas particulares y peor pronéstico tras
R-CHOP en LBDCG [16].

En cualquier caso, este tipo de subdivisiones prondsticas independientes del indice IPI no tienen
hoy mucha aplicabilidad clinica fuera de los ensayos clinicos, ya que no se utilizan estrategias
terapéuticas diferentes para los distintos subgrupos de pacientes.

Existe un conjunto de subtipos de linfomas B de células grandes con morfologia inmunoblastica y
plasmablastica que se asocian con rasgos clinicopatoldgicos distintivos. Para su identificacion precisa
se requiere un panel que permita la identificacién de un fenotipo especifico (pérdida de marcadores
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de linea B y adquisicién de marcadores de diferenciacion terminal) asociado con marcadores propios
de las diferentes entidades (EBV-EBER y C-MYC en el caso de linfomas plasmablasticos, HHV-8 en el
caso de linfomas de cavidades, por ejemplo). Se recomienda el uso de un panel especifico de segunda
linea en estos casos para subclasificar adecuadamente la neoplasia.

Algunas entidades especificas incluyen en su definicion la demostracidn de la presencia de EBV en
las células neoplasicas. Entre estas se encuentran ademds de los ya citados, los casos de Linfoma B
Difuso de Células Grandes asociado a EBV NOS (incluyendo aqui casos en pacientes de cualquier edad
[17]), los casos de granulomatosis linfomatoide y casos de desorden linfoproliferativo post-trasplante
de tipo LBDCG. En estos casos la demostracién de EBV-EBER mediante ISH-C es un requisito para el
diagnéstico. En su defecto una inmunotincion positiva para EBV-LMP1 es un subrogado adecuado. La
negatividad para EBV-LMP1 no descarta la presencia de EBV, siendo la ISH EBV-EBER la técnica de
sensibilidad 6ptima en tejido adecuadamente fijado.

Panel de primera linea: CD45 (ALC), CD20, CD3. En caso de terapia previa con antiCD20 es util el
uso de otros marcadores de linea B como PAX5, OCT2, CD79.

Paneles de segunda linea:

e Necesario en casos con el probable diagnéstico de LBDCG NOS: CD10, BCL6, MUM1, BCL2, C-
MYC, Ki67, ciclinaD1.

e Aconsejable en casos con el probable diagnéstico de LBDCG NOS: CD30, CD5.

e Necesario en casos con morfologia inmunoblastica/plasmablastica: CD138, CD38, Ki67,
MUM1, C-MYC, HHV-8, ALK, EBV-EBER (en su defecto EBV-LMP1).

e Necesario en casos con sospecha de linfoma B EBV positivo: EBV-EBER (en su defecto EBV-
LMP1).

CITOGENETICA Y MOLECULAR

El estudio de FISH para la deteccion de reordenamientos de MYC, BCL2 y BCL6 utilizando sondas
de tipo BA es de utilidad para identificar casos con alteraciones citogenéticas multiples asociadas con
mal prondstico clinico y potenciales candidatos a terapias no estandar [18]. De hecho, la presencia
concurrente y simultanea de traslocaciones de MYC y BCL2 y/o BCL6 en un caso de linfoma B
difuso indica el diagnéstico de Linfoma B de alto grado DH/TH, en lugar del de LBDCG. Existe
evidencia preliminar de que el impacto prondstico adverso se limita a los casos que presentan
reordenamientos de MYC con inmunoglobulina (Ig-MYC) [19,20].

La presencia de traslocaciones en estos genes, particularmente en MYC y BCL2 se asocia
estrechamente son la sobreexpresion de la proteina en porcentajes significativos de la celularidad
neoplasica y en casos con fenotipo GCB [12,13,21].

Los métodos de cribado mediante inmunohistoquimica tienen una sensibilidad insuficiente para la
seleccién de estos casos, por lo que se considera recomendable la realizaciéon de FISH en todo caso
con morfologia de tipo Linfoma B difuso de célula grande y morfologia de alto grado para la
identificacion de los casos con DH/TH. Si se encuentra MYC reordenado, con o sin reordenamiento de
BCL2 mediante FISH, es de utilidad identificar el posible reordenamiento de BCL6 [22].

Cerca de un 2% de los casos de LBDCG sobreexpresan ciclinaD1 mediante IHQ [23]. Si se observa la
sobreexpresion homogénea e intensa de ciclinaD1 mediante IHQ es necesario realizar FISH de CCND1
para descartar una forma pleomoérfica de LCM.

La presencia de traslocaciones de MYC y ALK estd descrita en algunos subtipos de linfoma B de
células grandes de morfologia inmunoblastica/plasmablastica [24,25]. La demostraciéon de estas
alteraciones mediante sondas FISH de tipo BA es aconsejable pero no estrictamente necesaria para un
diagnéstico.
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Se ha descrito un subgrupo de Linfomas B de fenotipo centrogerminal (LBDCG y LF) con
traslocaciones de MUM1/IRF4. Este subgrupo supone el 5% de los casos de LBDCG y afecta
principalmente a pacientes jévenes, en localizacidon cervical (p. ej. anillo de Waldeyer) y
gastrointestinal. Se caracteriza molecularmente por la presencia de la traslocacién Ig-IRF4, usualmente
en ausencia de reordenamientos en MYC y BCL2 [2]. Desde el punto de vista fenotipico suelen
presentar sobreexpresion de BCL6 y MUMT1, con un patrén de crecimiento, difuso o nodular y difuso.

Analisis de clonalidad linfoide (reordenamientos de Ig) mediante PCR y electroforesis capilar.

En contadas ocasiones (abundancia de necrosis, mala calidad de la muestra, aberraciones
inmunofenotipicas inesperadas) puede ser necesaria la ayuda de un estudio molecular que confirme
la clonalidad B de la muestra. Para ello, la técnica recomendada es la amplificacion de la region
variable de los genes de las inmunoglobulinas y su estudio por analisis del tamafo de los fragmentos
0 su secuenciacion [26,27]. Este estudio es siempre complementario al estudio morfolégico e
inmunohistoquimico de la muestra, y nunca debe utilizarse en solitario para asignar un diagnostico.

RECOMENDACIONES

1. Panel de primera linea: CD45 (ALC), CD20, CD3. En caso de terapia previa con antiCD20 es util
el uso de otros marcadores de linea B como PAX5, OCT2, CD79. (Grado C, nivel de evidencia
V).

2. Paneles de segunda linea: Necesario en casos con el probable diagnéstico de LBDCG NOS:
CD10, BCL6, MUM1, BCL2, C-MYC, Ki67, CD30, ciclinaD1. (Grado C, nivel de evidencia IV).

3. Serecomienda incluir en el diagnéstico la subclasificacion en GCB-ABC segun el algoritmo de
Hans, especificando en el informe el porcentaje de células positivas para cada marcador
evaluado. (Grado C, nivel de evidencia IV).

4. Se recomienda incluir la determinacién de la expresién de C-MYC y BCL2, identificando el
porcentaje estimado de células positivas para cada marcador. (Grado C, nivel de evidencia IV).

5. Se aconseja identificar la positividad y el porcentaje estimado de células positivas para CD30
y CD5 en cada caso de LBDCG. (Grado C, nivel de evidencia IV).

6. Paneles de segunda linea: Necesario en casos con morfologia inmunoblastica/plasmablastica:
CD138, CD38, Ki67, MUM1, C-MYC, HHV-8, ALK, EBV-EBER (en su defecto EBV-LMP1). (Grado C,
nivel de evidencia IV).

7. Paneles de segunda linea: Necesario en casos con sospecha de linfoma B EBV positivo: EBV-
EBER (en su defecto EBV-LMP1). (Grado C, nivel de evidencia IV).

8. FISH de MYCy BCL2 en todos los casos de LBDCG. Si se encuentra MYC reordenado mediante
FISH es de utilidad identificar el posible reordenamiento de BCL6. (Grado C, nivel de evidencia
V).

9. La presencia de un doble hit genético (reordenamientos concurrentes de IGH-
BCL2/t(14;18)(q32;q21) y MYC(8g24) o0 BCL6 (3927) y MYC se debe hacer constar en el informe
anatomopatoldgico e indica el diagnéstico de Linfoma B de alto grado DH/TH. (Grado C, nivel
de evidencia IV).

10. Sise observa la sobreexpresion homogénea e intensa de ciclinaD1 mediante IHQ es necesario
realizar FISH de CCND1 para descartar una forma pleomorfica de LCM. (Grado C, nivel de
evidencia IV).
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11.

12.

13.

La demostracion de alteraciones de MYC y ALK en casos de morfologia
inmunoblastica/plasmabléastica mediante sondas FISH de tipo BA es aconsejable pero no
estrictamente necesaria para un diagnostico. (Grado C, nivel de evidencia IV).

La demostracién de traslocaciones de MUM1/IRF4 mediante sondas FISH de tipo BA es
aconsejable para el diagnéstico de la entidad asociada con este reordenamiento. (Grado C,
nivel de evidencia IV).

El estudio de cariotipo no es necesario pero si recomendable en caso de existir muestra
suficiente en el panel diagnéstico habitual del LBDCG. (Grado C, nivel de evidencia IV).
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DEFINICION

Esta categoria diagnéstica en la actual clasificacién de la OMS es un grupo de neoplasias que no
cumplen con los criterios diagnosticos establecidos para LB o LBDCG [1, 2]. Las caracteristicas
morfoldgicas constituyen el primer requisito para el diagnéstico de este tipo de neoplasias. Asi estos
tumores muestran morfologia de alto grado que incluye 1) una morfologia atipica para LB con areas
con una celularidad mixta de tamano intermedio y grande, mitosis, patron en cielo estrellado
(morfologias de tipo intermedio entre linfoma de Burkitt y LBDCG, semejantes a LB o LB-like), 2) una
morfologia de aspecto blastoide. Otros tumores, sin embargo, presentan una morfologia de linfoma B
difuso de célula grande convencional. Si el caso tiene una morfologia uniforme concordante con
LBDCG se incluird en esta categoria en el caso de que se demuestre doble o triple reordenamiento de
los genes MYC, BCL2 y/o BCL6 [3]. En caso de que el caso presente morfologia de LBDCG y un
reordenamiento aislado de MYC se seguira considerando LBDCG. Si el caso presenta una morfologia
de alto grado pero carece de reordenamientos concurrentes de MYC y BCL2/BCL6 se denominard
Linfoma B de alto grado NOS.

Un porcentaje de estos casos representan la transformacion de un Linfoma B Folicular de bajo
grado previo [4, 5]. Se reconoce que un porcentaje de casos de linfoma B folicular transformado
pueden presentar una morfologia y fenotipo equivalentes a linfoma B linfoblastico, junto con DH
genético. Estos casos se excluyen de la categoria de Linfoma B de alto grado, segun la OMS [3],
aungue su conducta bioldgica no es equivalente a la del Linfoma B linfoblastico.

Este tipo de neoplasias son relativamente infrecuentes, pero como grupo son mas frecuentes que
el linfoma de Burkitt en pacientes adultos. Habitualmente muestran rasgos clinicos de alto riesgo (IPI
intermedio-alto, estadios avanzados [6-8]) y un prondstico muy adverso [4-6, 8]. En la actualidad no
existe una terapia definida y cada caso debe tratarse en funcién de los factores clinicos al diagnéstico,
incluyendo el IPI [1, 8].
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TIPO DE MUESTRA IDONEA PARA EL DIAGNOSTICO

Biopsia escisional/incisional de la adenopatia o tejido extraganglionar afecto: Es el método
de eleccion.

Puncion biopsia con aguja gruesa (BAG): Es la aproximacién a utilizar en caso de que no se
pueda realizar una biopsia incisional/escisional por la situacién clinica del paciente. Véase capitulo
Obtencion de las muestras para diagnéstico hematopatoldgico.

TIPO DE ESTUDIOS REQUERIDOS PARA LA ESTADIFICACION

Analisis de LCR: El diagndstico en LCR requiere excluir contaminacion por SP y la demostracion
por CMF de una poblacién B clonal [9].

Biopsia-cilindro de médula ésea: El examen morfoldgico del aspirado no es suficiente para el
diagnéstico en estos casos y se requiere una biopsia cilindro y estudios inmunofenotipicos y de
citogenética/FISH.

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL Y ERRORES DIAGNOSTICOS

Los casos de Linfoma B de alto grado DH/TH/NOS plantean el diagnoéstico diferencial con
leucemia/linfoma linfoblastico de precursores B, linfoma B de células del manto (variante blastoide),
Linfoma B Difuso de Células grandes y linfoma de Burkitt. Se debe considerar también en este
diagnéstico diferencial el Linfoma B con alteraciones en 11q.

PANELES DE INMUNOHISTOQUIMICA (IHQ) E HIBRIDACION IN SITU CROMOGENICA (HIS-C)

Estos casos suelen mostrar un fenotipo de tipo centro germinal con expresion habitual de CD10 y
BCL6 y expresién variable de BCL2 (~50%) [8, 10]. En algunas series publicadas la sobreexpresién
intensa de BCL2 se encuentra en hasta el 79% de los casos [8] y es un marcador util en la distincién
con LB. Otras alteraciones como la ausencia de expresién de CD10 también ayudan a identificar un
fenotipo atipico para LB y apoyan el diagnéstico [11]. El indice proliferativo con Ki67 es habitualmente
homogéneo y mayor del 90%. Aproximadamente la mitad de los casos muestran sobreexpresién de C-
MYC en al menos el 50% de la celularidad neoplasica [7, 8]. La expresion franca de TdT por parte de la
neoplasia es un criterio en contra el diagnéstico de Linfoma B de alto grado DH/TH. La ausencia de
expresion de LMO?2 se ha relacionado con la presencia de traslocaciones de MYC en linfomas B de alto
grado, con elevada sensibilidad y especificidad.

Panel de primera linea IHQ: CD45 (ALC), CD20, CD3, CD10, Ki-67, BCL2, BCL6, TdT, C-MYC,
ciclinaD1.

Panel de primera linea CMF: CD45 (ALC), CD20, CD3, CD10, CD5, CD19, TdT, kappa, lambda.

CITOGENETICA

El analisis de FISH es necesario para demostrar la presencia de traslocaciones de MYC, BCL2 y BCL6.
Esta categoria aglutina casos con DH/TH y morfologia diversa (con rasgos intermedios entre
LB/LBDCG, blastoide y LBDCG) con casos con morfologia intermedia entre LB/LBDCG o blastoide sin
presencia de DH/TH (Linfoma B de alto grado NOS). Los linfomas con doble hit son el subgrupo mejor
caracterizado de estos casos y se definen por la presencia de reordenamientos concurrentes de IGH-
BCL2/t(14;18)(q32;921) y reordenamientos de MYC/8qg24 [6]. Infrecuentemente se reordena /BCL6
(3g27) [10]. Un porcentaje variable de estos casos (15-30%) representan la transformacién de un

174 = LiBRO BLANCO DE LA ANATOMIA PATOLOGICA EN ESPANA 2021



Consenso SEAP-SEHH-GOTEL: Linfoma B de alto grado doble hit/triple hit/NOS

Linfoma B folicular de bajo grado (G1, G2) previo [4, 5]. Es destacable, no obstante, que entre el 30%-
67% de los casos con morfologia intermedia entre LB y LBDCG puede no tener traslocaciones de MYC
[7, 8], considerandose Linfomas B de alto grado NOS.

Asi, la deteccién de reordenamientos de MYC, BCL2 y BCL6 mediante FISH con sondas de tipo BA
debe hacerse en todos los linfomas con patrones morfoldgicos de linfoma B con rasgos intermedios
entre LB/LBDCG, linfoma B blastoide y LBDCG convencional (particularmente en aquellos con fenotipo
GCB). La presencia de reordenamientos aislados de MYC debe hacer considerar la posibilidad de un LB
de morfologia atipica si el fenotipo es de tipo LB (CD10+BCL6+BCL2-). El estudio del cariotipo no es
necesario pero recomendable, dado su potencial utilidad en el diagnéstico diferencial y para la
identificacién de anomalias secundarias.

RECOMENDACIONES

1. Panel de primera linea IHQ: CD45 (ALC), CD20, CD3, CD10, Ki-67, BCL2, BCL6, TdT, C-MYC,
ciclinaD1. (Grado C, nivel de evidencia IV).

2. El diagnéstico de linfoma B de alto grado se puede establecer en el caso de que se observe
un patrén morfoldgico de alto grado, esto es: linfoma B intermedio entre LB y LBDCG o un
patron morfolégico blastoide, una vez excluido linfoma B linfoblastico. Si el caso presenta
DH/TH se diagnosticard como Linfoma B de alto grado DH/TH. Si no se identifica DH/TH se
diagnosticara como Linfoma B de alto grado NOS.

3. El diagnoéstico de Linfoma B de alto grado DH/TH requiere de la demostracion de
reordenamientos de MYC y BCL2 o MYC y BCL6 o MYC/BCL2 y BCL6. Se excluyen casos que
cumplen con criterios de linfoma B folicular (en ausencia de un componente difuso de alto
grado) y linfomas B linfoblasticos (TdT positivos).

4. Una morfologia tipica de LBDCG puede presentar DH/TH. Estos casos, en su gran mayoria
presentan un fenotipo GCB. (Grado C, nivel de evidencia IV).

5. Serecomienda hacer constar en el informe si el caso de Linfoma B de alto grado se desarrolla
en el contexto de un linfoma B folicular previo. (Grado C, nivel de evidencia IV).

6. Una morfologia de LB atipico con un fenotipo de LB (CD10+BCL6+BCL2-) y un
reordenamiento aislado de MYC (demostrada la ausencia de alteraciones en BCL2 y BCL6)
debe considerarse LB atipico.

7. Ladeteccion de reordenamientos de MYC, BCL2 y BCL6 mediante FISH con sondas de tipo BA
debe realizarse en todos los linfomas sugestivos de linfoma B de alto grado e idealmente en
todos los casos con morfologia de LBDCG. En caso de ausencia de deteccién de
reordenamiento de MYC con sondas de tipo BA se debe considerar el uso complementario de
sondas de tipo DF (Grado C, nivel de evidencia IV).

8. La presencia de un doble hit genético (reordenamientos concurrentes de IGH-
BCL2/t(14;18)(932;921) y MYC(8g24) o /BCL6(3g27) y MYC se debe hacer constar en el
informe anatomopatolégico. (Grado C, nivel de evidencia IV).
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DEFINICION

El linfoma de células del manto (LCM) es un linfoma B compuesto de células de tamafio mediano,
monomorfo, con nucleos irregulares, que se caracteriza molecularmente por la traslocacién de CCND1
[1]. El LCM supone del 3 al 10% de los LNH y suele afectar a pacientes de edad media-avanzada. La
afectacion ganglionar es la presentacién mas habitual. La localizacién extraganglionar mas frecuente
es el tracto aerodigestivo (tracto gastrointestinal y anillo de Waldeyer).

Se han descrito variantes histopatoldgicas agresivas (LCM blastoide y pleomérfico) y otras de curso
indolente, con variable presentacion clinica, frecuente afectaciéon leucémica y extraganglionar,
hipermutacién somética de IgVH y expresion disminuida de SOX11 [2-4].

Igualmente existe un subgrupo de casos, clinicamente equivalentes a LCM clasico, que carecen de
la traslocacién de CCDN1 y presentan traslocaciones en CCDN2 [5]. El LCM in situ es una forma muy
inhabitual de linfocitosis ganglionar de fenotipo LCM con t(11;14) restringida a la capa interna de la
zona del manto. Su incidencia es <1% en ganglios linfaticos sin sospecha clinica de linfoproliferativo y
su riesgo de transformacién a LCM establecido muy limitado [6-8].

TIPO DE MUESTRA IDONEA PARA EL DIAGNOSTICO

Biopsia escisional/incisional de la adenopatia o tejido extraganglionar afecto: Es el método
de eleccion.

Puncién biopsia con aguja gruesa (BAG): Es la aproximacién a utilizar en caso de que no se
pueda realizar una biopsia incisional/escisional por la situacién clinica del paciente. Véase capitulo
Obtencién de las muestras para diagndstico hematopatoldgico.

TIPO DE ESTUDIOS HISTOPATOLOGICOS REQUERIDOS PARA LA ESTADIFICACION

Biopsia-cilindro de médula dsea: Es el método de eleccion para la estadificacion de todos los
casos de LCM. El examen morfoldgico del aspirado no es suficiente para el diagndstico en estos casos
y se requiere una biopsia cilindro y estudios inmunofenotipicos y de citogenética/FISH (estos ultimos
en caso de que se demuestre infiltracion por citometria de flujo-morfologia).
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DIAGNOSTICO DIFERENCIAL Y ERRORES DIAGNOSTICOS

Los casos de LCM clasico plantean el diagnéstico diferencial histopatologico con otras formas de
Linfoma B como Linfoma B folicular de bajo grado, Linfoma B de la zona marginal y leucemia
linfocitica crénica B/ Linfoma linfocitico de linfocitos B pequefios. Las formas de linfoma del manto
blastoide plantean el diagnoéstico diferencial con Linfoma de Burkitt, Linfoma B Difuso de células
grandes, linfoma B de alto grado y linfoma B linfoblastico. El linfoma del manto pleomérfico plantea el
diagnéstico diferencial con Linfoma B folicular y Linfoma B difuso de células grandes. Existe un
subgrupo (<5%) de LBDCG que muestran sobreexpresién de CCDN1 no asociada con traslocacién del
gen [9].

PANELES DE INMUNOHISTOQUIMICA (IHQ) E HIBRIDACION IN SITU CROMOGENICA (HIS-C)

El LCM clasico se caracteriza por la expresién de CD20, CD5, CD43, BCL2 y CICLINAD1. No se suele
observar expresion de CD23 (<10%). Habitualmente se observa restriccion de cadenas ligeras lambda.
Se pueden observar fenotipos anémalos con expresiéon de CD10 y BCL6, especialmente en las formas
agresivas (p. ej. manto pleomérfico), asi como negatividad para CD5.

La deteccién de la expresion de SOX11 mediante IHQ es de utilidad en las formas de LCM ciclinaD1
negativos [5]. En estos casos se suele encontrar sobreexpresiéon de CCDN2 asi como negatividad para
p27 5,10, 111.

Los estudios de perfil de expresidon génica identifican la firma molecular de proliferacién como un
marcador prondstico significativo [12]. El indice proliferativo cuantificado con Ki67 es un marcador
subrogado de esta firma y tiene valor prondstico en LCM [13, 14], al igual que el recuento mitético [1,
14].

Panel de primera linea IHQ: CD45 (ALC), CD20, CD3, CD5, CD23, Ki-67, CICLINAD1.

Panel de segunda linea IHQ: SOX11, p27, p53, CCDN2.

CITOGENETICA Y MOLECULAR

La deteccion de reordenamientos de CCDN1 mediante FISH con sondas de tipo BA es de eleccién
para el diagnéstico de LCM. Habitualmente la positividad mediante IHQ con el anticuerpo contra
CCDN?1 hace innecesaria la confirmacién mediante FISH. Una indicaciéon de FISH son los casos con
tinciéon heterogénea y de intensidad variable para CCDN1 ya que cerca del 2% de LBDCG pueden
sobreexpresar CCDN1, sin asociar traslocacion del gen [9]. Los casos de LCM CCDN1 negativos pueden
presentar reordenamientos de CCDN2 que es recomendable pero no necesario identificar para el
diagnéstico si el perfil IHQ es concordante con LCM (CD20+CD5+SOX 11+, p27-).

El estudio del cariotipo en muestras estimuladas con TPA 72 horas no es necesario en el proceso
diagnéstico habitual, pero si recomendable, ya que permite detectar anomalias asociadas, algunas de
las cuales se asocian a un prondstico desfavorable (cariotipos complejos y/o tetraploides,
traslocaciones de MYC, deleciones de 17p, 13933 entre otras y/o ganancias de 3qg26, etc). Estas
anomalias también pueden ser detectadas mediante FISH y/o arrays (CGH o SNPs), si bien no existen
recomendaciones clinicas establecidas en este sentido.
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RECOMENDACIONES

1.

Panel de primera linea IHQ: CD45 (ALC), CD20, CD3, CD5, CD23, Ki-67, CICLINAD1. (Grado C,
nivel de evidencia IV).

Panel de segunda linea IHQ: SOX11, p27, p53, CCDN2. (Grado C, nivel de evidencia IV).

La deteccion de la expresién de SOX11 mediante IHQ es necesaria en las formas de LCM
ciclinaD1 negativos. (Grado C, nivel de evidencia IV).

La deteccién de reordenamientos de CCDN1 mediante FISH con sondas de tipo BA es el
método de elecciéon complementario al diagnéstico de LCM.

Una indicacion de FISH para detectar traslocacién de CCDN1 son los casos con tincién
heterogénea y de intensidad variable para CCDN1. La expresion uniforme e intensa mediante
IHQ de CICLINAD1 es suficiente para el diagnéstico en los casos de LCM tipico (Grado C, nivel
de evidencia IV).

Los casos de LCM CCDN1 negativos presentan traslocaciones de CCDN2 que es
recomendable pero no necesario identificar para el diagndstico si el perfil IHQ es concordante
con LCM (CD20+CD5+SOX11+, p27-). (Grado C, nivel de evidencia IV).

El analisis de cariotipo no es necesario pero si recomendable en el proceso diagndstico
habitual del LCM. (Grado C, nivel de evidencia IV).

No es necesario realizar la tincion de CCDN1 en los casos con patrén histopatolégico de
hiperplasia linfoide reactiva sin sospecha clinica de proceso linfoproliferativo. (Grado C, nivel
de evidencia IV).
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DEFINICION

Las neoplasias de células plasmaticas derivan de la expansién de un clon de células terminalmente
diferenciadas, que han realizado el cambio de clase (de IgM/IgD a IgG, o IgA y mas raramente IgE) o
switching, y (usualmente) secretan inmunoglobulina monoclonal (paraproteina o componente M). Se
discute aqui el diagnéstico histopatoldgico de la gammapatia monoclonal de significado incierto
(GMSI), mieloma multiple y plasmocitoma éseo y extradseo. El diagnéstico definitivo de estas
entidades descansa en la combinacién de los hallazgos histopatoldgicos con los hallazgos clinicos y
de laboratorio (paraproteina sérica, anemia, lesiones liticas, dafio renal, hipercalcemia). En ausencia de
estos datos, se debe emitir un diagnéstico genérico de tipo neoplasia de células plasmaticas que se
deberd valorar en el contexto clinico y de laboratorio.

TIPO DE MUESTRA IDONEA PARA EL DIAGNOSTICO

Aspirado de MO: Es un método habitual para el diagnéstico de GMSI/mieloma multiple, que exige
tanto la presencia de infiltrado por células plasmaticas como su clonalidad [1].

Biopsia-cilindro de médula ésea: Es un método complementario en el diagnéstico y seguimiento
de los pacientes con GMSI/mieloma multiple.

El examen morfoldgico del aspirado puede ser suficiente para el diagnostico de las neoplasias de
células plasmaticas si se acompana de los datos clinicos, inmunofenotipicos (IHQ, CMF), citogenéticos
o moleculares necesarios. No obstante, el estudio de la biopsia de MO con inmunohistoquimica
permite aumentar la sensibilidad y precision en la estimacion de la infiltracién por células plasmaticas,
y se sigue recomendando [1-5].

La infiltracion plasmocitaria de la médula 6sea se basara en el examen convencional tanto del
aspirado como de la biopsia de médula ésea. Dicha estimacién no deberia hacerse por ahora con
citometria de flujo, ya que los estudios que determinaran si tal enumeracién es factible estan adn en
desarrollo. Si al enumerar las células plasmaticas hay una discrepancia entre la estimacion del aspirado
y la de la biopsia, se debera utilizar el nUmero mas elevado que se obtenga [1].
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Biopsia escisional/incisional del tejido extramedular afectado: Es el método de eleccién y debe
de ser el método utilizado siempre en los casos de lesiones (plasmocitomas) accesibles.

Puncion biopsia con aguja gruesa (BAG): Es la alternativa que se utilizaria en caso de que no se
pueda realizar una biopsia incisional/escisional. Véase capitulo Obtencion de las muestras para
diagnéstico hematopatoldgico.

Si se utiliza sélo puncién aspiracion con aguja (fina o gruesa), es obligado el empleo de técnicas
complementarias como Inmunohistoquimica, Citometria de Flujo, Hibridacién In Situ o Biologia
Molecular.

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL Y ERRORES DIAGNOSTICOS

El primer diagnéstico diferencial a valorar en los casos de biopsia de MO en paciente con sospecha
de discrasia de células plasmaticas es la distincién entre plasmocitosis reactiva, GMSI y mieloma. El
segundo diagnéstico diferencial a plantear es con linfoma B linfoplasmacitico/macroglobulinemia de
Waldenstréom si existe una poblacién mixta, linfoide y plasmocelular.

Las células plasmaticas en la MO normal se disponen de localizacién perivascular, aisladas o en
pequenos grupos, sin reaccion estromal y sin mostrar inmunofenotipos aberrantes, restriccion de
cadenas ligeras o anomalias citogenéticas o moleculares. Los casos de gammapatia monoclonal de
significado incierto (GMSI) muestran un incremento significativo de la cantidad de plasmaticas en el
tejido, de localizacién intersticial, con evidente restriccion de cadenas ligeras mediante IHQ. Si se
utilizan técnicas de citometria de flujo es posible distinguir células con fenotipo aberrante e incluso
con anomalias genéticas, incluyendo traslocaciones cromosémicas. En estos casos se pueden observar
pequenos grupos (<5 células MUM1/CD138 positivas) de plasmaticas intersticiales, sin formar grandes
grupos, sabanas o distorsién arquitectural con reaccién estromal. El aspirado de las MO con GMSI no
muestra mas de un 10% de células plasmaticas clonales y el componente M es inferior a 30 g/L.
Ademas, desde el punto de vista clinico, el diagnéstico de GMSI exige la ausencia de repercusiones
fisiopatoldgicas (ausencia de anemia, lesidn dsea, lesidon renal o hipercalcemia debidas a la presencia
del clon de células plasmaticas anémalas). En el caso del mieloma multiple (quiescente o sintomatico)
la biopsia de MO suele mostrar un infiltrado de grupos densos (>5 células MUM1/CD138+), con
distorsidn arquitectural y atipia celular (plasmaticas atipicas, con inclusiones nucleares y otras
alteraciones morfoldgicas). El patrén del infiltrado puede ser intersticial, nddulo-intersticial o difuso. El
estudio IHQ y de CMF es de gran utilidad para demostrar infiltrados mielomatosos ocultos. En
ocasiones el porcentaje de células plasmaticas atipicas es inferior al 10% en el aspirado y la infiltracion
tisular sutil. En estos casos es necesaria la presencia del resto de criterios clinicos para el diagnéstico
de mieloma multiple (componente monoclonal >30 g/L y ausencia de consecuencias fisiopatoldgicas
—criterios CRAB- para el mieloma quiescente, o cualquier componente si hay alguna de las
consecuencias fisiopatoldgicas para el mieloma sintomatico) [1].

El espectro morfolédgico de los casos de mieloma es amplio con formas con atipia minima y otras
de aspecto linfoplasmocitoide, plasmablastico o anapldsico. La atipia morfoldgica puede ser el Unico
dato si el infiltrado es sutil. En estos casos es esencial el estudio IHQ y de CMF.

Hay que considerar el diagndstico diferencial con metastasis de neoplasias no hematoldgicas en
los casos de morfologia anaplasica o con linfomas B no Hodgkin de alto grado en los casos de
morfologia inmunoblastica/plasmablastica, aunque en estos casos la ausencia del componente
monoclonal ayuda mucho en la diferenciacién

En casos de plasmocitoma extramedular (por ejemplo de localizacidn en tracto digestivo) también
hay que plantear el diagnéstico diferencial con linfomas B de bajo grado con diferenciacién
plasmocitica (linfoma B de la zona marginal, linfoma B linfoplasmocitico).
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PANELES DE INMUNOHISTOQUIMICA (IHQ) E HIBRIDACION IN SITU CROMOGENICA (HIS-C) [6-9]
Panel de primera linea IHQ: CD138, CD56, kappa, lambda.

Panel de primera linea CMF: CD45, CD19, CD138, CD38, beta-2-microglobulina, CD56, Clg-kappa,
Clg-lambda.

La ratio normal de expresion de cadenas ligeras en células plasmaticas es de 2-4 células kappa por
cada célula lambda. Una ratio de 8 o mas células kappa es concordante con monotipia kappa.
Inversamente una ratio de 4 o mas células lambda por cada célula kappa es un marcador indirecto de
monoclonalidad lambda [7]. Mediante citometria de flujo estos numeros varian, ya que es posible
distinguir pequenos nimeros de células plasmaticas aberrantes. Si se encuentran estas células y el
porcentaje de aberrantes respecto al de plasmaticas totales no supera el 95%, estaremos muy
probablemente ante una GMSI, mientras que en el caso del mieloma ese porcentaje se supera
(habitualmente es >99%).

Panel de segunda linea IHQ: MUM1, CD38, VS38, HIS para kappa y lambda, ciclinaD1, MYC, IgM,
lgG, IgD, IgA, IgE.

Panel de segunda linea CMF: CD27, CD28, CD81y CD117.

CITOGENETICA Y MOLECULAR

No son esenciales para el diagnéstico [1,7]. No obstante, la evidencia disponible demuestra un claro
valor pronéstico de las alteraciones genéticas evaluadas mediante cariotipo y/o FISH en los casos de
mieloma multiple [10]. Excepcionalmente, cuando la demostraciéon de clonalidad no se ha podido
hacer en suero o en orina, y en el tejido ha fallado la IHQ y la CMF, el estudio molecular (presencia de
monoclonalidad) o la FISH (presencia de anomalias cromosémicas) puede descartar la existencia de
cuadros reactivos.

RECOMENDACIONES

1. En caso de sospecha de neoplasia de células plasmaticas se debe hacer un aspirado y biopsia
de médula 6sea. El estudio de CMF y citogenética es conveniente. Si con los datos del
aspirado y biopsia, junto a los datos clinico-biolégicos no se llega a un diagnéstico definitivo,
se deben anadir técnicas moleculares. (Grado C, nivel de evidencia IV).

2. En la biopsia de MO, realizar siempre un estudio IHQ con panel de primera linea. (Grado C,
nivel de evidencia IV).

3. En casos de infiltracién medular significativa por plasmaticas clonales, en ausencia del resto
de datos clinicos para el diagndstico de mieloma multiple, hay que plantear un diagnéstico
genérico de neoplasia de células plasmaticas proporcionando el porcentaje y patrén de
infiltracion para permitir diferenciar entre GMSI y MM quiescente (Grado C, nivel de evidencia
Iv).

4. En casos de morfologia plasmablastica o anaplasica, valorar el diagnostico diferencial con
infiltracion por LNH y metdstasis de proceso no hematoldgico respectivamente.

5. En casos de morfologia linfoplasmocitoide o mixta linfoide y plasmocelular, valorar el
diagnéstico diferencial con linfoma B linfoplasmacitico y otros linfomas B indolentes.

6. Valorar el diagnéstico diferencial con linfomas de célula B en casos de plasmocitoma
extradseo.
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LINFOMAS DE HODGKIN

El linfoma de Hodgkin (LH) es una neoplasia clonal, en la mayoria de los casos derivada de células
linfoides B [1,2], caracterizada por la presencia de muy escasas células neoplasicas acompanadas de
un abundante microambiente celular de caracteristicas inflamatorias [3]. Se reconocen dos entidades
clinicopatoldgicas diferenciadas: el LH de tipo predominio linfocitico nodular (LHPLN) y el LH clasico
(LHc) [4].

El LHPLN es una neoplasia clonal derivada de células linfoides B [5], caracterizada por la presencia
de las células de PL 6 L&H (variantes linfocitica-histiocitica), con expresién de marcadores fenotipicos
B (CD20, CD79a, BCL6, PAX5, OCT2) y EMA, [6-7] acompaiadas de grandes agregados de linfocitos B
maduros e histiocitos, en un patrén de crecimiento nodular o nodular y difuso, y caracteristicamente
rodeadas de linfocitos T con fenotipo TFH (PD1+) [8]. Este tumor no estd asociado a infeccién por virus
de Epstein-Barr (VEB) [4,6].

El LHc se define por la presencia de las caracteristicas células de Hodgkin y de Reed-Sternberg
(HRS), con expresion de CD30 y CD15 y con expresion ausente o defectiva de marcadores fenotipicos
B en la mayoria de casos (CD20-/4+, CD79a-, OCT2-/+), acompafiadas de un fondo reactivo rico en
linfocitos T, histiocitos, eosindfilos, neutrofilos, células plasmaticas, etc. (1). El patrén de crecimiento
puede ser nodular o difuso. La composicion del microambiente reactivo y la presencia de esclerosis
define los subtipos histologicos: LHc rico en linfocitos (LHCRL), esclerosis nodular (EN), celularidad
mixta (CM), y deplecion linfocitaria (DL). El LHc est4 asociado a infeccion por VEB en un porcentaje
variable de casos (30-70%) [9].

El LH constituye el 25-30% de todos los linfomas, siendo mucho mas frecuente las formas de LHc
(95%) que las formas de LHPLN (5%).

LINFOMA B INCLASIFICABLE, CON RASGOS INTERMEDIOS ENTRE LBDCG Y LHc

En la clasificaciéon de la OMS 2016, se mantiene como entidad definida por la presencia de rasgos
morfoldgicos y fenotipicos intermedios o superponibles entre LHc y LBDCG, habitualmente linfoma B
difuso primario mediastinico; los casos muestran hipercelularidad, presencia de tipicas células HRS,
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CD30+, CD15 variable, muy numerosas y con patrones difuso o nodular y expresidon intensa de
marcadores de linea B (CD20, CD79a, PAX5, OCT2, CD19). Se acepta la expresion débil o ausencia de
expresion de algun marcador B (p. ej. CD20) si otros marcadores B son positivos. [3,10]. La mayoria de
los casos se presentan en el mediastino en varones jovenes. Son tumores agresivos con incidencia de
recaida mayor que en cada una de las entidades «puras». Aunque aun deben definirse estrategias
Optimas de tratamiento, los datos actuales sugieren que terapia agresiva tipo linfoma B primario
mediastinico (EPOCH, DA-EPOCH) asociado a Rituximab puede obtener una alta tasa de remisiones
[111.

Linfomas compuestos y linfomas secuenciales (HLc en una biopsia y linfoma B difuso primario
mediastinico en la recaida, o viceversa) son fenémenos relacionados con esta entidad. Se excluye de
este concepto tumores agresivos resultado de la transformacién de linfomas de bajo grado, asi como
la presencia de células tipo RS en otros tipos de linfomas By T reconocibles.

TIPO DE MUESTRA IDONEA PARA EL DIAGNOSTICO

Biopsia escisional/incisional de la adenopatia o tejido extraganglionar afecto: Es el método
de elecciéon. Puncién biopsia con aguja gruesa (BAG): se puede utilizar en caso de que no se pueda
realizar una biopsia incisional/escisional por la situacion clinica del paciente. Véase capitulo Obtencién
de las muestras para diagndstico hematopatoldgico.

Biopsia-cilindro de médula ésea: Es el método de elecciéon imprescindible para la estadificacion
de todos los casos de LH. El examen morfoldgico del aspirado no es suficiente para el diagndstico en
estos casos y se requiere una biopsia cilindro.

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL Y ERRORES DIAGNOSTICOS

Los casos de LHPLN plantean diagndstico diferencial histopatolégico con LHc y con linfomas B
difusos de células grandes (LBDCG), en particular las formas de Linfoma B rico en células T e
histiocitos, asi como procesos reactivos (en particular hiperplasia folicular reactiva con transformacion
progresiva de centros germinales) [3].

Los casos de LHc plantean diagndstico diferencial histopatoldgico con una amplia variedad de
procesos neoplasicos no linfoides y linfoides, asi como procesos reactivos. Es particularmente
trascendente la diferenciacion con linfomas B difusos de células grandes (LBDCG), en particular las
formas de Linfoma B rico en células T e histiocitos [7], y con Linfomas de células T (linfoma T periférico,
linfoma T angioinmunoblastico y linfoma anaplasico ALK+) [3].

En el diagnéstico inicial debe incluir un estudio morfoldgico adecuado con hematoxilina —eosina
(HE). El diagnéstico se establece por la presencia de las células de HRS y sus variantes, en el apropiado
contexto celular reactivo. El panel inmunofenotipico basico debe incluir marcadores de linea linfoide
(CD45), linea B (CD20, CD79a) y linea T (CD3), ademas de CD30 y CD15. Adicionalmente, en el
diagnéstico diferencial se debe tener en cuenta:

e LHPLN: morfologia caracteristica y expresién normal de marcadores de linea B; puede ser
complementado con PAX5 y OCT2; la celularidad acompafante son linfocitos B maduros
IgD+, formando ndédulos (al menos focalmente). Se distinguen varios patrones morfolégicos
con impacto prondstico.

e LHc: morfologia caracteristica y presencia de células de HRS tipicas en todas las formas de la
enfermedad; expresion de CD30 (en virtualmente todos los casos) y CD15 (75%); expresidon
defectiva de CD45, CD20, CD79a; las células de HRS expresan habitualmente PAX5 y OCT2; la
celularidad acompanante es variada segun subtipos histolégicos:

« LHCRL: imagen semejante a LHPLN, con nédulos de linfocitos B maduros, pero con
células neoplasicas de HRS en lugar de células L&H [12].
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+ LHc subtipo EN: nédulos neopldsicos rodeados de esclerosis con abundantes linfocitos T,
histiocitos y eosindfilos; variantes «lacunares» de células de HRS.

+ LHc subtipo CM: patrén difuso o nodular; puede haber fibrosis intersticial fina; fondo
celular muy heterogéneo, con abundantes histiocitos (incluso granulomas), células
plasmaticas y eosindfilos; variantes <momificadas» de células de HRS.

« LHc subtipo DL: predominio de abundantes células tumorales, HRS y variantes
mononucleares; escaso fondo reactivo con fibrosis intersticial.

e Linfomas B inclasificable, con rasgos intermedios entre LBDCG y LHc: se define por la
presencia de rasgos morfolégicos y fenotipicos intermedios o superponibles entre LHc y
LBDCG, habitualmente linfoma B difuso primario mediastinico; presencia de tipicas células
HRS, CD30+, muy numerosas y con patrones difuso o nodular y expresién intensa de
marcadores de linea B [3].

e LBDCG asociado a EBV y edad avanzada, granulomatosis linfomatoide y casos de desorden
linfoproliferativo post-trasplante de tipo LH: pueden presentar rasgos morfolégicos de LHc;
es imprescindible la evaluacion de EBV y considerar expresién normal de marcadores de linea
B [3].

e En determinados casos, se debe considerar en el diagnéstico diferencial subtipos especificos
de linfomas T.

Estos diagnosticos diferenciales deben tener en cuenta caracteristicas clinicas de la enfermedad
(localizacién de las lesiones) y del paciente (edad), rasgos morfolégicos e inmunofenotipicos.

PANELES DE INMUNOHISTOQUIMICA (IHQ)

En los casos caracteristicos y ante una presentacion clinica tipica, un adecuado estudio
morfoldgico de la biopsia y un panel IHQ bésico seran suficientes para el diagnostico:

Panel de primera linea:

e Linfoma de Hodgkin clasico: CD45 (ALC), CD20, CD3, CD30, CD15, PAX5.
Es necesario determinar la presencia de EBV mediante IHQ para EBV-LMP1.
e Linfoma de Hodgkin de tipo Predominio Linfocitico Nodular: CD20, OCT2, CD3, PD1, BCL2.

Paneles de segunda linea:

e Ante sospecha de LHPLN y en casos conflictivos es recomendable el uso de EMA, IGD y otros
marcadores de linea B como CD79 y BCL6.

e Existe evidencia de que la expresion incrementada de proteina BCL2 en casos de LHc, puede
asociarse a falta de respuesta a terapia habitual (nivel de evidencia lll) [13,14].

e Ante el diagnéstico diferencial de subtipos especificos de linfomas T, se deben incluir
marcadores fenotipicos dirigidos: CD4, CD8, PD1, ALK.

e Conveniente si se sospecha LBDCG asociado a EBV y edad avanzada, granulomatosis
linfomatoide y desorden linfoproliferativo post-trasplante: hibridaciéon in situ para EBV-EBER.

CITOGENETICA Y MOLECULAR

En general, el andlisis de clonalidad linfoide B (reordenamientos de IGH) mediante PCR y
electroforesis capilar no es necesario para el diagnéstico de LHc.
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En contadas ocasiones, en especial ante la expresion anormal de marcadores fenotipicos T, o
dificultad en el diagnéstico diferencial con linfomas T, puede ser util el andlisis de clonalidad linfoide T
(reordenamientos de TCR) [15].

Los estudios citogenéticos y/o de cariotipo no estan recomendados en el diagndstico del LH.

RECOMENDACIONES

1. Panel de primera linea Linfoma de Hodgkin clasico: CD45 (ALC), CD20, CD3, PAX5, CD30,
CD15, EBV-LMP1.

Panel de primera linea Linfoma de Hodgkin de tipo Predominio Linfocitico Nodular: CD20,
0OCT2, CD3, PD1, BCL2. Grado C. Evidencia nivel IV.

2. Paneles de segunda linea: CD79, BCL6, EMA, IGD, CD4, CD8, ALK, hibridacion in situ para EBV-
EBER. Grado C. Evidencia nivel IV.

3. Estudios de clonalidad linfoide B y T mediante PCR y electroforesis capilar en casos
seleccionados. Grado C. Evidencia nivel IV.

4. Los estudios citogenéticos/cariotipo no estan recomendados en el diagndstico del LH. Grado
C. Evidencia nivel IV.
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DEFINICION

La OMS (2008) las define como neoplasias de células precursoras (linfoblastos) comprometidas
hacia estirpe B o T. Como contrapartida normal se postulan células stem hematopoyéticas o células
progenitoras B en el primer caso y células progenitoras T o linfocitos timicos en el segundo.

Morfolégicamente constan de células blasticas de pequefo o mediano tamafio, con citoplasmas
escasos y nucleos irregulares o redondeados que generalmente muestran cromatina finamente
punteada y nucleolo poco aparente.

Se trata de una enfermedad tipica de la infancia: el 75% de los pacientes tiene menos de 6 afios. Se
estima una incidencia mundial de entre 1-4,75 cada 100.000 personas/afo.

La misma enfermedad puede presentarse como linfoma (lesién de tipo masa) o como leucemia
(afectacion de médula 6sea y sangre periférica). Si coexisten ambos tipos de afectacion, la
denominaciéon es puramente arbitraria, aunque en protocolos terapéuticos suele emplearse un
umbral del 25% de blastos para considerarlo leucemia. Entre los casos de fenotipo B, lo habitual es la
presentacion leucémica, mientras que las neoplasias precursoras T suelen ser linfomas con masa
mediastinica.

La clasificacion actual de la OMS (2008) las divide en:

e Linfoma/leucemia linfoblastica B (no especifica)
e Linfoma/leucemia linfoblastica B con anomalias citogenéticas recurrentes
e Linfoma/leucemia linfoblastica T

De acuerdo con ello, basta el estudio morfolégico e inmunohistoquimico para establecer el
diagnéstico de linfoma/leucemia linfoblastica (LLB) y distinguir entre LLB de fenotipo B (LLB-B) y
fenotipo T (LLB-T). En cambio, se requeriran estudios citogenéticos para saber si un caso de LLB-B
presenta alteraciones cromosomicas caracteristicas que permitan subclasificarlo.

TIPO DE MUESTRA IDONEA PARA EL DIAGNOSTICO

Biopsia de médula 6sea: La médula 6sea se encuentra siempre infiltrada, por definicién, en los
casos leucémicos. La infiltracién suele ser difusa en la presentacion, pero en las recaidas puede ser
focal. Salvo en casos de médula «empaquetada» o fibrosis reticulinica, el aspirado medular y/o la
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sangre periférica pueden aportar informacion muy valiosa para el diagnoéstico, con el inmunofenotipo
por citometria de flujo y los estudios citogenéticos.

Biopsia escisional/incisional de adenopatia o tejido extraganglionar afecto: Es el método de
eleccion siempre que no exista afectacion medular. En el linfoma LB-B, los tejidos mas frecuentemente
afectos son piel, tejidos blandos, hueso y ganglios linfaticos. En el linfoma LB-T suele haber una masa
mediastinica anterior y, a menudo, adenopatias, aunque la presentacion puede incluir también otras
localizaciones.

Puncion-biopsia con aguja gruesa (BAG): En casos sin afectacion medular y en los que la biopsia
escisional/incisional esté contraindicada por la localizacién de la lesién y/o la situacién clinica del
paciente.

Puncidn-aspiracion con aguja fina (PAAF): No debe utilizarse para el diagnéstico inicial; su uso
solo seria admisible, en ciertos casos, para el seguimiento de la enfermedad.

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL Y ERRORES DIAGNOSTICOS

El diagnostico diferencial de LLB se debe realizar, en primer lugar, con otras proliferaciones de
morfologia de tipo blastico. En algunas ocasiones, determinadas caracteristicas morfolégicas que
pueden aparecer, como imagen «en cielo estrellado» o una arquitectura multinodular
(«pseudofolicular»), pueden plantear también problemas con linfoma de Burkitt o linfoma folicular,
respectivamente. También deben ser considerados tumores no hematolinfoides que presentan una
morfologia semejante.

En concreto, los diagnésticos diferenciales que se pueden plantear son:

e lLeucemia mieloide aguda (LMA) y sarcoma mieloide (SM)

e Leucemia aguda de estirpe ambigua

¢ Neoplasia de célula dendritica blastica plasmocitoide

e Linfoma del manto blastoide

e Linfoma de Burkitt

e Linfoma folicular

e Linfoma B difuso de células grandes

e Timo ectépico

e Timomarico en linfocitos

e Tumores de células redondas y azules (sarcoma de Ewing, neuroblastoma, rabdomiosarcoma
embrionario, meduloblastoma)

e Hematogonias (precursores normales de células B en médula 6sea)

Con respecto a la diferenciacion entre LLB-B, LLB-T y LMA/SM, una fuente de error pueden ser las
positividades «aberrantes», es decir, la expresion de marcadores que son mas propios de otras estirpes
celulares que de la verdadera estirpe tumoral. Hay que recordar que LLB-T puede expresar antigenos B
(p. ej. CD79a en un 10% de casos), y viceversa. Los LLB -B y -T también pueden expresar algunos
antigenos mieloides (CD13, CD15, CD33), asi que esto no supone automaticamente un diagndstico de
LMA/SM o que se trate de una neoplasia bifenotipica. Para el diagndstico de leucemia aguda de
estirpe ambigua deben seguirse los criterios de la OMS (2008).

PANELES DE INMUNOHISTOQUIMICA (IHQ)

Panel de primera linea: CD79a, PAX5, CD3, CD7, CD10, TdT, mieloperoxidasa.
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Paneles de segunda linea:

e LLB-B:CD19,CD22, CD24, CD25,CD15, CD13, IgM.
e LLB-T:CD2, CD5, CD4, CD8, CD34, CD1a.

El panel de primera linea tiene como objetivo confirmar el diagndstico de LLB y asignar la estirpe
mas probable con anticuerpos relativamente comunes. El segundo panel confirma la estirpe tumoral y
ofrece informacién adicional para subclasificar la enfermedad en funcién de su grado de
diferenciaciéon, lo que parece tener trascendencia clinica; en el caso de LLB-B, algunos de los
marcadores propuestos se relacionan con alteraciones citogenéticas recurrentes (v. siguiente
apartado). Existe un pequeio porcentaje de casos de LLB y T que muestran expresion limitada o
negatividad para TdT.

CITOGENETICA Y MOLECULAR

En la categoria de LLB-B no especifica existen alteraciones genéticas que se correlacionan con
prondstico adverso: la amplificacién intracromosémica del gen AML1 en el cromosoma 21 (IAMP21) y
la muy rara t(17;19).

En la LLB-B con anomalias citogenéticas recurrentes se reconocen las siguientes alteraciones
genéticas asociadas a una biologia distintiva de la enfermedad:

e 1(9;22)(q33;911.2); BCR-ABL1 (fenotipo caracteristico: expresion de CD19, CD10, CD25, CD13y
CD33): adultos, prondstico infausto, tratamiento adicional con imatinib mejora la
supervivencia libre de evento.

e t(v;11923); reordenamiento de MLL (fenotipo caracteristico: CD19+, CD10-, CD15+): alto
recuento leucocitario, afectacidén de sistema nervioso central.

o 1(12;21)(p13;922); TEL-AML1 (fenotipo caracteristico: CD19+, CD10+, CD13+4): buena
respuesta a tratamiento estandar.

e hiperdiploidia cromosémica (CD19+, CD10+; otros, variables): buena respuesta a tratamiento
estandar.

¢ hipodiploidia (CD19+, CD10+; otros, variables): mal pronéstico.

e 1(5;14)(q31;932); IL3-IGH (CD19+, CD10+; otros, variables): eosinofilia reactiva inducida por IL-
3, blastos pueden ser menos del 20% en médula dsea e indetectables en sangre periférica.

e t(1;19)(g23;p13.3); E2A-PBX1 (fenotipo caracteristico: CD19+, CD10+, IgMc): no presenta
asociacion significativa con la respuesta a protocolos terapéuticos actuales, pero sus
peculiares fenotipo y genética sustentan su reconocimiento como una entidad aparte.

En LLB-T, aunque existen numerosas alteraciones citogenéticas recurrentes, no son necesarias
para el diagndstico y su relevancia prondstica es controvertida. Se trata habitualmente de
translocaciones, que involucran a la regién reguladora de uno de los loci TCR y a genes como HOX11,
MYC, TAL1, LYL1, HOX11L2, NOTCHI1, etc.

Con respecto a los genes de receptores de antigenos (IgH y TCR), practicamente todos los casos
muestran reordenamiento clonal de los mismos, pero es frecuente la denominada «infidelidad de
estirpe»: hasta un 70% de LLB-B pueden presentar clonalidad adicional para TCR; en el caso de LLB-T,
un 20% pueden presentar también clonalidad para IgH.

RECOMENDACIONES

1. Debe tenerse siempre en cuenta, para interpretar los datos inmunohistoquimicos, que no hay
ningun marcador absolutamente especifico para una entidad. Como en cualquier otro campo
de la patologia, el diagndstico debe establecerse en funcion de la morfologia, con un panel
de anticuerpos adecuado, y de acuerdo con el contexto clinico del paciente. Por ejemplo,
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TdT, aunque muy caracteristico de LLB, puede ser positivo también en casos de LMA/SM.
Grado C. Evidencia nivel IV.

Debe recordarse que los LLB, ademas de los marcadores de estirpe «propios», pueden
expresar marcadores de la otra estirpe linfoide o incluso marcadores mieloides, aunque
generalmente de forma mas débil o restringida. Los diagnésticos de «estirpe ambigua»
deben cenirse a los criterios establecidos en la clasificacion de la OMS (2008). Grado C.
Evidencia nivel IV.

En tejidos parafinados, los marcadores mas sensibles y especificos de estirpe By T se
consideran PAX5 y CD3 respectivamente, teniendo en cuenta las salvedades del apartado
anterior (PAX5, por ejemplo, puede ser positivo también en algunas LMA, especialmente las
que portan t(8;21)). De acuerdo con el panel IHQ de primera linea propuesto, se puede
sustentar un diagndstico de LLB de acuerdo con los siguientes perfiles resultantes:

LLB-B: CD79a+, PAX5+, CD10+, TdT+, CD3-, CD7-, mieloperoxidasa-. Grado C. Evidencia nivel
V.

LLB-T: CD3+, CD7+, TdT+, CD10- (puede ser+), CD79a-, PAX5-, mieloperoxidasa-. Grado C.
Evidencia nivel IV.

El panel IHQ de segunda linea ayuda a establecer la estirpe tumoral en casos dudosos.
También, aunque esto es opcional, permite especificar el grado de diferenciacién de los LLB.
Grado C. Evidencia nivel IV.

A la hora de valorar una masa mediastinica, debe recordarse que la mera presencia de células
T con fenotipo inmaduro (TdT, CD1a, CD99 y CD3 +) no es sindnimo de LBL-T, ya que tanto en
timo normal como en hiperplasias timicas y timomas, existen poblaciones normales con
inmunofenotipo similar. Grado C. Evidencia nivel IV.

De igual manera, la presencia de células CD19+, CD10+ en médula ésea no implica
necesariamente un diagnéstico de LBL-B, ya que puede tratarse de hematogonias,
precursores normales de células B. Grado C. Evidencia nivel IV.

En LLB los reordenamientos de IgH y TCR no son utiles para la asignacién de estirpe Bo T,
dada la frecuente «infidelidad de estirpe». Es util la demostracion de clonalidad linfoide para
apoyar un diagnéstico de proceso linfoproliferativo. Grado C. Evidencia nivel IV.
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Linfoma de células T periférico (NOS)
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DEFINICION

Los linfomas T ganglionares constituyen un grupo heterogéneo de neoplasias, tanto por su
patogenia como por sus caracteristicas histoldgicas e inmunofenotipicas; habitualmente cursan con
una clinica agresiva y pobre respuesta a terapia.

Se distinguen las siguientes categorias: el linfoma de células T periférico no especifico (NOS)
(LCTP), Linfomas ganglionares de células T con fenotipo follicular helper (LCTFH) y el linfoma de células
grandes T anaplasico (LCGAT) ALK+ y ALK-. Los LCTFH incluyen el linfoma T angioinmunoblastico
(LTAI), el linfoma de células T folicular (LTF)y otros linfomas T ganglionares con fenotipo follicular
helper no especificos (LCTFH NOS).

El linfoma de células T periférico (LCTP) es una neoplasia clonal derivada de células linfoides T
maduras. La OMS define la entidad como un grupo heterogéneo de linfomas T, mayoritariamente
ganglionares, que no cumple los criterios diagndsticos de alguna de las otras categorias de linfoma T.
Es por tanto un diagnéstico de exclusion en la mayoria de los casos.

El LTP es mas comun en poblaciones sin alta incidencia de infecciéon por EBV (Norteamérica y
Europa). La presentacion es predominantemente ganglionar, pero puede existir extensién
extraganglionar; a menudo es una enfermedad diseminada en el momento del diagnéstico. Puede
haber incluso presentaciones extraganglionares (piel, tracto gastrointestinal...), pero en este caso
deben descartarse primero entidades especificas. El curso clinico es muy agresivo, con escasa
respuesta al tratamiento.

La morfologia puede ser extremadamente variable y los subtipos morfoldgicos no tienen valor
prondstico. Las células neoplasicas pueden ser de tamano medio-grande, con pleomorfismo, o
pequenas, con nucleos irregulares, en los que la atipia puede ser muy sutil.

El patrén de infiltracion es con mayor frecuencia difuso, aunque no siempre (p. ej. variante «zona
T», con patrén perifolicular).

El acompafamiento vascular e inflamatorio también es variable. Puede haber abundantes grupos
de histiocitos epitelioides («variante linfoepitelioide» o «de Lennert», que tiende a permanecer mas
tiempo localizada en ganglios y a tener mejor pronéstico).

LIBRO BLANCO DE LA ANATOMIA PATOLOGICA EN ESPARA 2021 = 195



Recomendaciones del Grupo de Trabajo de Linfomas de la SEAP

Un subgrupo de LCTP («LCTP citotdxico NOS») puede presentar fenotipo citotdxico, con expresion
de uno o mas marcadores de este tipo: TIA1, perforina, granzima B (GZB). Son mas frecuentes en Asia'y
parecen tener peor prondéstico, salvo cuando se asocian a histologia tipo «linfoma de Lennert».

Puede existir proliferaciéon B asociada en el 20% de casos (linfocitos B maduros o células
plasmaticas). Es necesario recordar que evidencia de clonalidad B mediante PCR no es criterio
suficiente para el diagnéstico de linfoma B, ya que puede detectarse en procesos linfoproliferativos T.

TIPO DE MUESTRA IDONEA PARA EL DIAGNOSTICO

Biopsia escisional/incisional de la adenopatia o tejido extraganglionar afecto: Es el método
de eleccion.

Puncion biopsia con aguja gruesa (BAG): se puede utilizar en caso de que no se pueda realizar
una biopsia incisional/escisional por la situacién clinica del paciente. Véase capitulo Obtencién de las
muestras para diagndstico hematopatoldgico.

Biopsia-cilindro de médula ésea: Es el método de eleccion imprescindible para la estadificacion
de todos los casos. El examen morfoldgico del aspirado no es suficiente para el diagnéstico en estos
casos y se requiere una biopsia cilindro.

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL Y ERRORES DIAGNOSTICOS

Los casos de LCTP plantean diagnéstico diferencial histopatolégico con una gran variedad de
procesos:

Otros linfomas:

e Linfoma T angioinmunoblastico.

e Linfoma de células grandes T anaplasico.

e Linfomas extranodales T/NK de tipo nasal

e Linfoma B rico en células T e histiocitos

e Linfoma de Hodgkin, tanto formas clasicas como de tipo predominio linfocitico

Linfadenopatias no neoplasicas

e Hiperplasia linfoide paracortical (zona T)

e Linfadenitis virales, en particular mononucleosis infecciosa

e Linfadenitis por farmacos

¢ Linfadenopatia dermatopatica

¢ Linfadenitis por toxoplasma

e Enfermedades granulomatosas

e Linfadenitis en el sindrome linfoproliferativo autoinmune (ALPS)
¢ Linfadenitis de Kikuchi-Fujimoto

El estudio diagnéstico inicial debe incluir un estudio morfolégico adecuado con hematoxilina—
eosina (HE). El panel inmunofenotipico basico debe incluir marcadores de linea linfoide (CD45), linea T
(CD3, CD4, CD8, CD2, CD5, CD7), linea B (CD20, CD79a) y CD30. La expresidon anormal de marcadores T
es util en el reconocimiento de procesos neoplasicos (pérdida de antigenos T, expresidn intensa de
CD56...). También es conveniente incluir marcadores citotoxicos (TIA1 y/o GZB y/o perforina).
Adicionalmente, en el diagndstico diferencial se debe tener en cuenta:

e En el diagnéstico diferencial con linfoma T angioinmunobldstico y otros linfomas
ganglionares con fenotipo TFH («T follicular helper») se deben incluir marcadores de células
dendriticas foliculares (CD23 y/o CD21) y marcadores de linfocitos TFH (como PD1, CD10,
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BCL6, ICOS y/o CXCL13), asi como estudio de EBV mediante hibridacion in situ para EBER (la
inmunohistoquimica para LMP1 tiene numerosos falsos negativos en esta situacion).

e En el diagnéstico diferencial con linfoma de Hodgkin clasico se deben incluir CD30, CD15 y
PAX5 u OCT2.

e En el diagnéstico diferencial con Linfoma T anaplésico se deben incluir CD30, EMA, ALK.

e En el diagnostico diferencial con otros linfomas T se deben incluir marcadores
inmunofenotipicos adicionales (p. ej. CD56 para linfoma T/NK extraganglionar de tipo nasal o
un tipo de linfoma T asociado a enteropatia).

e En muchas ocasiones se precisa el analisis de clonalidad linfoide T (reordenamientos de TCR)
y B (reordenamientos de IGH) como datos coadyuvantes al diagnostico. La presencia de
clonalidad linfoide T en un contexto morfoldgico y fenotipico apropiado (fenotipo aberrante)
favorece el diagnostico de proceso linfoproliferativo. Se pueden encontrar reordenamientos
monoclonales de IgH en un subgrupo de casos de linfoma T, tanto LCTP como LTAI (v. mds
adelante).

Estos diagnosticos diferenciales deben tener en cuenta caracteristicas clinicas de la enfermedad
(sintomas sistémicos, localizacién de las lesiones) y del paciente (edad), ademas de rasgos
morfoldgicos, inmunofenotipicos y moleculares.

PANELES DE INMUNOHISTOQUIMICA (IHQ)

Todos los procesos linfoproliferativos T precisan estudio inmunofenotipico completo y, en la
mayoria de las ocasiones, estudio molecular complementario.

Panel de primera linea: CD20, CD3, CD4, CD8, CD2, CD5, CD7, CD30, CD56.
Paneles de segunda linea:

e Marcadores citotéxicos.

e Hibridacion in situ para EBERs.

e Paneles especificos para diagnéstico diferencial con LH y linfomas B: dirigidos.

e Ante el diagnéstico diferencial con subtipos especificos de linfomas T, se deben incluir
marcadores fenotipicos especificos: PD1, CD10, BCL6, ICOS, CXCL13, ALK, TCRbF1, TCR
Gamma, TIA1, perforina, GZB.

CITOGENETICA Y MOLECULAR

Se recomienda andlisis de clonalidad linfoide Ty B (reordenamientos de TCR e IGH) mediante PCR y
electroforesis capilar. La presencia de clonalidad linfoide T en un contexto morfolégico y fenotipico
apropiado (fenotipo aberrante) favorece el diagnéstico de proceso linfoproliferativo. Hay que
recordar, sin embargo, que en algunos casos se puede observar clonalidad B.

Los estudios citogenéticos y/o de cariotipo no son necesarios para diagndstico rutinario. Con
frecuencia se detectan alteraciones cariotipicas complejas que ayudan a establecer clonalidad, pero
no son significativas para el diagndstico o prondstico. Es interesante sefalar, sin embargo, que dichas
alteraciones son diferentes a las que se observan en otros linfomas T, como el linfoma T
angioinmunoblastico y el linfoma anapldsico de células grandes T.

Se estan identificando mutaciones en diversos genes (mediadores epigenéticos, vias sefalizadoras
y supresores tumorales) que en el futuro podran mejorar la clasificaciéon de estos tumores o suponer
nuevas dianas terapéuticas.
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RECOMENDACIONES

1.

Panel de primera linea: CD20, CD3, CD4, CD8, CD2, CD5, CD7, CD30, CD56. Grado C. Evidencia
nivel IV.

Paneles de segunda linea dirigidos (PAX5, CD15, PD1, CD10, BCL6, ICOS, CXCL13, CD21, CD23,
ALK, TIA1, PERFORINA, GZB, TCR bF1, TCR Gamma), hibridacién in situ para EBV-EBER. Grado
C. Evidencia nivel IV.

Estudios de clonalidad linfoide B y T mediante PCR y electroforesis capilar en casos
seleccionados. Grado C. Evidencia nivel IV.
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DEFINICION

La caracteristica comun de esta categoria es la expresién por parte de las células T neoplasicas de
un fenotipo FH, definido como la expresion de al menos 2 de los siguientes marcadores: PD1 (CD279),
CD10, BCL6, CXCL13, ICOS, SAP y CCR5. Ademas de un fenotipo comun, en estos tumores se observan
alteraciones moleculares y citogenéticas compartidas (alteraciones que en un futuro podrian tener
relevancia terapéutica).

Sin embargo, entre los tipos de linfomas englobados en esta categoria existen diferencias
clinicopatolégicas que justifican un diagndstico mas especifico. Debemos distinguir, por tanto, entre
linfoma T angioinmunoblastico (LTAI), linfoma de células T folicular (LTF) y linfomas T ganglionares
con fenotipo follicular helper no especificos (LCTFH NOS). Los dos ultimos se incorporan a la
clasificacion de la OMS de 2016 como entidades provisionales.

LINFOMA T ANGIOINMUNOBLASTICO

El linfoma T angioinmunoblastico (LTAI) es una neoplasia de probable origen en células T del
centro germinal, CD4+, caracterizado por un infiltrado celular polimorfo con una caracteristica
proliferacién de vénulas de endotelio alto y células dendriticas foliculares.

Se presenta habitualmente como enfermedad sistémica (estadio llI/IV) con sintomas
constitucionales asociados (fiebre, rash cutaneo pruritico, edema...), anomalias analiticas (anemia,
hipergammaglobulinemia policlonal...), esplenomegalia y otros desérdenes inflamatorios o
autoinmunes (artritis, vasculitis, pleuritis, anemia hemolitica). Prondstico semejante a LCTP, NOS.

Son criterios diagnésticos:

e Pérdida de la arquitectura ganglionar normal

e Centros germinales atroficos o ausentes.

e Prominente proliferacion arborizante de vénulas de endotelio alto.
e Patente seno subcapsular.
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¢ Infiltrado polimorfo paracortical que incluye linfocitos, inmunoblastos, células plasmaticas,
histiocitos y eosindfilos. Proliferacion de células dendriticas fuera de los centros germinales y
alrededor de las vénulas de endotelio alto.

e La poblacién T neoplasica habitualmente estd enmascarada y es poco patente: usualmente
células de tamafno pequeio o intermedio, con citoplasma claro y contorno nuclear irregular.
Con frecuencia agrupadas alrededor de las vénulas.

Se describe una forma asociada a foliculos hiperplasicos con centros germinales reactivos.

Muchos casos presentan expansién B acompanante, con frecuencia positiva para EBV-EBER. Estas
células B pueden adoptar una morfologia semejante a células de Hodgkin y Reed-Sternberg, incluso
con positividad para CD30 y CD15, que puede ser causa de error diagnostico.

El diagnéstico de linfoma B de células grandes asociado (frecuentemente EBV+) requiere la
existencia de grandes grupos cohesivos de células B atipicas. De igual forma, el diagnéstico de
plasmocitoma requiere grupos extensos de células plasmaticas monoclonales. La evidencia molecular
(PCR) de clonalidad B no es suficiente para el diagnéstico de neoplasia B asociada.

TIPO DE MUESTRA IDONEA PARA EL DIAGNOSTICO

Biopsia escisional/incisional de la adenopatia o tejido extraganglionar afecto: Es el método
de elecciéon. Puncién biopsia con aguja gruesa (BAG): se puede utilizar en caso de que no se pueda
realizar una biopsia incisional/escisional por la situacion clinica del paciente. Véase capitulo Obtencién
de las muestras para diagndstico hematopatoldgico.

Biopsia-cilindro de médula ésea: Es el método de elecciéon imprescindible para la estadificacion
de todos los casos. El examen morfolégico del aspirado no es suficiente para el diagnéstico en estos
casos y se requiere una biopsia cilindro.

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL Y ERRORES DIAGNOSTICOS
Otros linfomas

o |CTP

e Linfomas B, en particular linfoma B de la zona marginal, nodal, y linfoma folicular.
e Linfoma B rico en células T e histiocitos

e Linfoma de Hodgkin, tanto formas cldsicas como de tipo predominio linfocitico

Linfadenopatias no neoplasicas

e Hiperplasia linfoide paracortical (zona T)

e Linfadenitis virales, en particular mononucleosis infecciosa
e Linfadenitis por farmacos

¢ Linfadenitis por toxoplasma

e Enfermedad de Castleman, tipo plasmocelular

El diagnéstico inicial debe incluir un estudio morfolégico adecuado con hematoxilina-eosina (HE).
El panel inmunofenotipico basico debe incluir marcadores de linea linfoide (CD45), linea T (CD3, CD4,
CD8, CD2, CD5, CD7) y linea B (CD20, cadenas ligeras kappa y lambda). Se deben incluir también
marcadores de células foliculares dendriticas (CD23 y/o CD21), marcadores de linfocitos TFH (PD1,
CD10, BCL6 y/o CXCL13), asi como estudio de EBV mediante hibridacion in situ para EBER (la
inmunohistoquimica para LMP1 tiene numerosos falsos negativos en esta situacion).
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e En el diagnéstico diferencial con linfoma de Hodgkin clasico se deben incluir CD30, CD15 y
PAX5 u OCT2.

e En el diagnéstico diferencial con linfoma anapldsico se deben incluir CD30 y ALK.

e En el diagndstico diferencial con otros linfomas T se debe incluir marcadores
inmunofenotipicos adicionales.

e En muchas ocasiones se precisa el analisis de clonalidad linfoide T (reordenamientos de TCR)
y B (reordenamientos de IGH).

Estos diagnosticos diferenciales deben tener en cuenta caracteristicas clinicas de la enfermedad
(con especial atencién a la presencia de sintomas sistémicos y anomalias analiticas en virtualmente
todos los casos) y rasgos morfolégicos e inmunofenotipicos.

PANELES DE INMUNOHISTOQUIMICA (IHQ)

Todos los procesos linfoproliferativos T precisan estudio inmunofenotipico completo, y en la
mayoria de las ocasiones estudio molecular complementario.

Panel de primera linea: CD20, CD3, CD4, CD8, CD30, cadenas ligeras kappa y lambda, marcadores
de células TFH (PD1, CD10, BCL6, ICOS y/o CXCL13), marcadores de células foliculares dendriticas
(CD23 y/o CD21) e hibridacién in situ para EBERs.

Paneles de segunda linea: Paneles especificos para diagndstico diferencial con LH, otros linfomas
Ty linfomas B: dirigidos: CD56, PAX5, CD15, ALK, TIA1, PERFORINA, GZB, TCR bF1, TCR Gamma.

CITOGENETICA Y MOLECULAR

Se recomienda andlisis de clonalidad linfoide T y B (reordenamientos de TCR e IGH) mediante PCRy
electroforesis capilar.

Los estudios citogenéticos y/o de cariotipo (trisomia 3, trisomia 5, cromosoma X adicional) no son
necesarios para diagnostico rutinario: Tampoco se requieren estudios mutacionales, que descubren
con frecuencia mutaciones de TET2, RHOA, DNMT3A e IDH2; gran parte de estas alteraciones, a
excepciéon quiza de IDH2, parecen ser compartidas por las entidades provisionales que se describen a
continuacion.

ENTIDADES PROVISIONALES: LINFOMA DE CELULAS T FOLICULAR (LTF) Y LINFOMAS T
GANGLIONARES CON FENOTIPO FOLLICULAR HELPER NO ESPECIFICOS (LCTFH NOS)

El LTF se caracteriza por crecimiento folicular o perifolicular de células neoplasicas con fenotipo
TFH. Carece del infiltrado difuso polimorfo y la prominente vascularizacién del LTAI. Como este ultimo,
también puede presentar células blésticas B, a menudo EBV+. Se suele presentar de forma mas
localizada y con menor sintomatologia general.

El LCTFH NOS comprenderia casos que presentan fenotipo FTH pero carecen de las caracteristicas
histoldgicas descritas en los tipos precedentes.

RECOMENDACIONES

1. Panel de primera linea: CD20, CD3, CD4, CD8, CD2, CD5, CD7, CD30, PD1, CD10, bcl6, ICOS,
CXCL13, CD23, hibridacién in situ para EBV-EBER. Grado C. Evidencia nivel IV.
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Paneles de segunda linea dirigidos: CD56, PAX5, CD15, ALK, TIA1, PERFORINA, GZB, TCR bF1,
TCR Gamma, ICOS. Grado C. Evidencia nivel IV.

Estudios de clonalidad linfoide B y T mediante PCR y electroforesis capilar en casos
seleccionados. Grado C. Evidencia nivel IV.
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DEFINICION

El linfoma de células grandes T anaplasico (LCGTA) es una neoplasia sistémica habitualmente
compuesta de grupos cohesivos de células grandes atipicas, CD30+, con abundante citoplasma y
nucleos pleomoérficos. Alrededor del 70% expresan la kinasa del linfoma anaplasico (ALK1) vy
constituyen una entidad claramente definida, el LCGTA ALK+.

En la nueva clasificacion de la OMS de 2016 se incorpora también el LCGTA ALK- como entidad
clinica que incluye subtipos citogenéticos con implicaciones pronésticas (p. ej. reordenamientos de
IRF4/DUSP22 en 6p25 y reordenamientos de TP63)

Criterios diagnosticos:

e Grupos cohesivos de células grandes atipicas, CD30+, con abundante citoplasma y nucleos
pleomorficos.
e «Hallmark cells»: células grandes caracteristicas con nucleos en U, en C, arrinonados o «en
donut», rodeando un area de Golgi eosindfila.
e Frecuente patrén intrasinusoidal y/o distribucién perivascular.
e Numerosas variantes morfoldgicas:
. Variante comun o cldsica, con las caracteristicas antes mencionadas bien patentes
. Variante de células pequefas
. Variante linfohistiocitica
. Variantes ricas en neutréfilos, con células gigantes, con células en «anillo de sello,
sarcomatoide, «Hodgkin-like» con esclerosis nodular.
¢ Inmunofenotipo T o «null».
e Ausencia de marcadores de linea B o inmunofenotipo clasico de LH.
e Inmunopositividad para ALK1 y translocacion de ALK presentes por definicion en los LCGTA
ALK+

Los LCGTA ALK+ son mas frecuentes en nifios y pacientes jévenes y presentan mejor prondstico.
Los criterios diagndsticos de los casos ALK1 negativos son controvertidos; en general se admiten
como tales aquellos casos que muestran las caracteristicas morfologicas de la variante comun e
intensa positividad para CD30, frecuentemente acompanada de EMA. No obstante, en muchos casos
se discute su posible clasificaciéon como LCTP, NOS.
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La expresion de ALK1 no es exclusiva de LCGTA; otros tumores, entre los que se encuentra un
subtipo de linfoma B de células grandes y una variante inhabitual de histiocitosis infantil autolimitada
grandes pueden expresarlo.

Ademas de con afectacién ganglionar, el LCGTA puede presentarse también con afectacién de
localizaciones extraganglionares, tejidos blandos y piel; con menor frecuencia, hueso y tracto
gastrointestinal.

La infiltracion de médula ésea puede ser muy sutil y siempre requiere estudio inmunohistoquimico
para CD30y ALK1.

Los LCGTA ALK- pueden mostrar, como los ALK+, un amplio espectro morfologico. De hecho,
morfoldégicamente han de ser indistinguibles. No se reconoce, sin embargo, una variante de células
pequenas entre los ALK-, ya que no existen marcadores fenotipicos ni moleculares que permitan
distinguirlos de LCTP NOS que expresen CD30. Los criterios minimos para diagnosticar LCGTA ALK-
son: presencia de células «hallmark», patrén de crecimiento cohesivo y expresién intensa y uniforme
de CD30. Otras caracteristicas indicativas, aunque no imprescindibles, son la pérdida parcial de
marcadores T, fenotipo citotdxico, positividad para EMA y crecimiento intrasinusoidal.

Se distingue una forma de Linfoma T anapldsico ALK negativo asociado a implante mamario, con
caracteristicas clinico-patoldgicas distintivas.

TIPO DE MUESTRA IDONEA PARA EL DIAGNOSTICO

Biopsia escisional/incisional de la adenopatia o tejido extraganglionar afecto: Es el método
de elecciéon. Puncion biopsia con aguja gruesa (BAG): se puede utilizar en caso de que no se pueda
realizar una biopsia incisional/escisional por la situacion clinica del paciente. Véase capitulo Obtencién
de las muestras para diagnéstico hematopatoldgico.

Biopsia-cilindro de médula ésea: Es el método de eleccion imprescindible para la estadificacion
de todos los casos. El examen morfolégico del aspirado no es suficiente para el diagnéstico en estos
casos y se requiere una biopsia cilindro.

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL Y ERRORES DIAGNOSTICOS

e Carcinoma (debe recordarse la frecuente positividad para EMA del LCGTA)

e Melanoma

e Linfoma B difuso de células grandes ALK+

e Variantes de linfoma B difuso de células grandes con morfologia anaplasica (ALK-).

e Formas clasicas de linfoma de Hodgkin, que a veces pueden ser muy ricas en células
tumorales

e Linfoma de células grandes anapldsico, primario cutaneo.

El diagnéstico inicial debe incluir un estudio morfolégico adecuado con hematoxilina—eosina (HE).
El panel inmunofenotipico basico debe incluir marcadores de linea linfoide, linea T (CD3, CD4, CDS8,
CD2, CD5, CD7), linea B (CD20, PAX5), CD30, EMA y ALK.

En algunas ocasiones se precisa el andlisis de clonalidad linfoide T (reordenamientos de TCR) y B
(reordenamientos de IGH).
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PANELES DE INMUNOHISTOQUIMICA (IHQ)

Panel de primera linea: CD45, CD43, CD3, CD4, CD8, CD2, CD5, CD7, CD20, PAX5, CD30, EMA,
ALK1.

Paneles de segunda linea: Marcadores citotéxicos (TIA1 y/o Granzima B o perforina). Paneles
especificos para diagnéstico diferencial con LH y linfomas B

CITOGENETICA Y MOLECULAR

El LCGTA ALK+ muestra caracteristicas citogenéticas distintivas. La expresion inmunohistoquimica
de ALK1 que lo define se correlaciona con una translocacion del gen ALK, que puede mostrar diversas
variantes. La demostracion formal de la traslocacion es mediante FISH con sondas de tipo BA.

La translocaciéon mas frecuente en el LCGTA ALK+ es la t(2;5) (alrededor del 80% de los casos), que
involucra a los genes ALK y NPM («nucleophosmin»). Dicha translocacidn se asocia con una positividad
de ALK1 de distribucién nuclear y citoplasmatica.

En aproximadamente un 20% de casos el reordenamiento de ALK es diferente y se asocia con una
positividad de ALK1 fundamentalmente citoplasmatica (p. ej. t(1;2), que produce la fusion TPM3-ALK).

No se precisa en la mayoria de los casos analisis de clonalidad linfoide (reordenamientos de TCR e
IGH) mediante PCR y electroforesis capilar, excepto en los casos con fenotipo «nulo» y para descartar
neoplasias B.

Con respecto al LCGTA ALK-, se distinguen dos grupos con caracteristicas citogenéticas y
clinicopatoldgicas diferentes: uno con reordenamientos de DUSP22 (DUSP22-IRF4 en 6p25, =30% de
los casos), que tiende a ser mas monomorfo, sin granulos citotéxicos y con mejor prondéstico, y otro
con reordenamientos de TP63, menos frecuente (=10%) y muy agresivo.

RECOMENDACIONES

1. Recordar que no todos los LCGAT ALK+ muestran la gran cantidad de células «hallmark»
tipicas de la variante clasica. Por ello, debido a la gran variabilidad morfoldgica de estos
tumores, no se ha de dudar en incluir ALK1 en el panel de estudio IHQ cuando exista alguna
posibilidad de estar ante un LCGAT. Grado C. Evidencia nivel IV.

2. Ante una alta sospecha diagnéstica de LCGTA ALK+ variante clasica (patrén cohesivo,
abundantes células «hallmark», positividad para CD30 y EMA), si ALK1 resulta negativo es
aconsejable, antes de realizar el diagnéstico de LCGTA ALK-, repetir la inmunotincién
(idealmente con otro anticuerpo frente a ALK) y/o realizar FISH con sonda breakapart para el
gen ALK. Grado C. Evidencia nivel IV.

3. Panel de primera linea: CD45, CD43, CD3, CD4, CD8, CD2, CD5, CD7, CD20, PAX5, CD30, EMA,
ALKT1. Grado C. Evidencia nivel IV.

4. Estudios de clonalidad linfoide B y T mediante PCR y electroforesis capilar en casos
seleccionados. Grado C. Evidencia nivel IV.

5. Los criterios minimos para diagnosticar LCGTA ALK- son: presencia de células «hallmark»,
patrén de crecimiento cohesivo y expresion intensa y uniforme de CD30. De todas formas, es
recomendable remitir estos casos a centros con larga trayectoria y experiencia en el
diagnéstico de neoplasias hematolinfoides. Grado C. Evidencia nivel IV.
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DEFINICION Y FRECUENCIA DE LA ENTIDAD.

En este capitulo no se describe una sola entidad, sino un grupo de sindromes linfoproliferativos de
presentacion extranodal y que, aunque pueden afectar la piel no son primariamente cutdneos. Las
entidades clinico-patoldgicas incluidas en este capitulo son muy poco frecuentes representando entre
el 2-5% de los sindromes linfoproliferativos y el diagnéstico preciso es importante por las
implicaciones pronosticas y terapéuticas que conlleva. Como en todos los linfomas T, la forma de
presentacion clinica forma parte esencial de la definicidon de la entidad y debe orientar todo el proceso
diagnéstico. Asi, la presencia de una marcada hepatoesplenomegalia es caracteristica de la leucemia
prolinfocitica T y del linfoma T hepatoesplénico mientras que la leucemia de linfocitos grandes
granulares se manifiesta con baja carga tumoral sin organomegalia o con una esplenomegalia leve,
citopenias y frecuentemente asociada a enfermedad autoinmune. La presencia de adenopatias junto
con afectacion cutdnea, en este contexto, favoreceria el diagnéstico de leucemia prolinfocitica T o de
una leucemia linfoma T del adulto. La afectacién de sangre periférica, con linfocitosis, es comun a la
leucemia prolinfocitica T, la leucemia de linfocitos grandes granulares, las formas aguda y crénica de
las leucemia/linfoma T del adulto y a los procesos derivados de linfocitos NK mientras que es
excepcional en el linfoma T hepatoesplénico y en el enteropatico; en este Ultimo es caracteristica la
presencia de enteropatia, especialmente en enfermos celiacos. La hipercalcemia es tipica de la
leucemia/linfoma T del adulto. El origen geogréfico del paciente puede ser también util en la
aproximacién al diagnéstico. Asi, los sindromes linfoproliferativos T de la infancia, se observan
fundamentalmente en nifios de Asia y América del Sur (especialmente en Méjico) mientras que la
leucemia linfoma T del adulto es mas frecuente en pacientes emigrantes de Japoén, Caribe, América del
Sur (Chile y Brasil principalmente), Africa central e Irdn. No obstante, los movimientos migratorios
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recientes influyen en la distribucién de estas entidades, las cuales pueden también afectar a pacientes
que no proceden de esas areas geogrificas.

Por la complejidad del diagnéstico y el tratamiento de este grupo de neoplasias, la recomendacién
es que ante la sospecha de que nos enfrentamos a un proceso de este grupo, el diagnéstico debe
realizarse en un centro con experiencia y con posibilidad de realizar un estudio completo genético,
inmunofenotipico y molecular, y que preferentemente disponga de experiencia en el tratamiento de
estos pacientes.

TIPO DE MUESTRA IDONEA PARA EL DIAGNOSTICO

El tipo de muestra adecuada para el diagnostico depende de la forma de presentacién de la
enfermedad. El estudio citomorfoldgico e inmunfenotipico por citometria de flujo de los linfocitos en
sangre periférica y médula dsea, y la biopsia de medula ésea con inmunohistoquimica son
mandatorios, en especial en las formas con linfocitosis y en los que no disponemos de una muestra
tisular tal como el bazo para el estudio histolégico. Mientras que en la leucemia prolinfocitica T, la
infiltracidn medular suele ser difusa o mixta (nodular e intersticial), en la leucemia de linfocitos
granulares y el linfoma hepatoesplénico es predominantemente intrasinusoidal. En estas dos ultimas
entidades y en especial en la leucemia de linfocitos granulares la infiltracion puede ser minima por lo
que el estudio inmunohistoquimico es esencial para ponerla de manifiesto. Aunque la esplenectomia
se realiza en algunos pacientes con fines diagndsticos y terapéuticos y la histologia esplénica permite
diferenciar claramente la leucemia prolinfocitica T de la leucemia de linfocitos granulares, no siempre
se dispone de ella. La afectacion cutanea se halla presente en el 40% de casos de leucemia/linfoma T
del adulto y hasta el 25% de leucemias prolinfociticas T. La biopsia cutanea puede ser de ayuda en el
diagnostico diferencial ya que permite distinguir la leucemia prolinfocitica T de linfomas cutaneos T,
especialmente del sindrome de Sézary, puesto que en la primera no se aprecia nunca
epidermotropismo. Sin embargo, el 50% de casos de leucemia/linfoma T del adulto muestra
epidermotropismo y en estos casos, la biopsia cutanea por si sola no permite distinguirla de linfomas
primarios cutaneos T. El estudio serolégico para el virus HTLV-1 es mandatorio para establecer el
diagnostico de leucemia/linfoma T del adulto y se recomienda éste en todos los pacientes emigrantes
de zonas endémicas para este retrovirus a los que se diagnostica de linfoma T en la piel o de linfoma T
periférico en el ganglio linfatico. El titulo de inmunoglobulinas frente antigenos del virus de Epstein-
Barr (EBV), o la carga viral en suero, ademas del estudio de hibridacion in situ para el RNA del virus en
el tejido son imprescindibles en el diagnéstico de los sindromes linfoproliferativos pediatricos
asociados a EBV asi como en el de los linfomas T/NK y las leucemias agresivas de células NK, que a
diferencia de las proliferaciones créonicas de células NK son con frecuencia EBV positivas.

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL Y ERRORES DIAGNOSTICOS.

El diagnéstico diferencial de estos procesos se plantea esencialmente con proliferaciones reactivas
y con otros sindromes linfoproliferativos T.

Linfadenitis reactivas

Algunas formas de presentacién pueden imitar un proceso reactivo. La leucemia prolinfocitica,
cuando afecta el ganglio, puede remedar un patrén de hiperplasia parafolicular preservando los
foliculos linfoides. Por ello es esencial disponer de informacién clinica y del analisis morfolégico e
inmunofenotipico de los linfocitos de sangre periférica.

De igual manera, los sindromes linfoproliferativos T del nifio asociados a EBV pueden preservar
exquisitamente la arquitectura del ganglio o de la amigdala. En estos casos, sélo la hibridacion in situ
para EBERs del EBV destaca una masiva proliferacion perifolicular de células T positivas para este virus.
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Dermatitis reactivas

La leucemia/linfoma T del adulto en su forma indolente o «smoldering» puede manifestarse con un
«rash» cutaneo exfoliativo con infiltracién linfoide muy poco atipica citolégicamente que puede
confundirse con un proceso inflamatorio o si muestra epidermotropismo con un linfoma T primario
cutaneo especialmente con la afectacidon cutanea por el Sindrome de Sézary o una Micosis Fungoides.

Mucositis reactivas

El diagnéstico del linfoma T/NK nasal se retrasa frecuentemente porque las biopsias muestran solo
tejido necrético desvitalizado o material fibrinoleucocitario, dado que las lesiones son altamente
angioinvasivas y producen necrosis. Sélo biopsias profundas pueden demostrar la lesidon diagnéstica
caracteristica sobre tejido viable.

Otros sindromes linfoproliferativos

La leucemia/ linfoma T del adulto en su forma linfomatosa puede presentar una histologia
ganglionar que no puede distinguirse de los linfomas periféricos T NOS.

Asimismo, la biopsia de medula 6sea en la leucemia de linfocitos granulares puede mostrar
ademas de la infiltracion leucémica intrasinusoidal o intersticial, nodulos linfoides reactivos
compuestos en su mayoria por linfocitos pequefios B CD20+ que pueden dar lugar a un diagnéstico
erréneo de linfoma B de bajo grado.

Sindromes linfoproliferativos de infiltracién intrasinusoidal

La infiltracidn intrasinusoidal en una biopsia hepatica afecta por linfoma T hepatoesplénico puede
ser sutil, con minima atipia citolégica sobre un higado que muestra la arquitectura preservada. De
igual forma, la infiltracién intrasinusoidal en el bazo o en la médula 6sea de una leucemia de linfocitos
grandes granulares o una leucemia crénica de células NK pueden pasar desapercibidas a un patélogo
no experto si no se realiza un estudio inmunohistoquimico completo. El estudio de clonalidad del
receptor de células T (RCT) mediante técnicas de PCR es mandatario para descartar proliferaciones de
linfocitos granulares reactivas y confirmar el diagndstico de leucemia ya que las caracteristicas
citolégicas e inmunofenotipicas son muy similares en los procesos clonales y los reactivos.
Recientemente se han descrito procesos NK indolentes del tracto gastrointestinal que no deben ser
confundidos con linfomas NK. Por todo ello, es imprescindible una correcta sospecha clinica en el
momento de interpretar la biopsia. Todo caso discordante deberia ser revisado por un experto.

PANELES DE IHQ

El abordaje de las neoplasias linfoides T requiere de un nimero amplio de marcadores, algunos de
los cuales solo estan disponibles para técnicas de citometria de flujo. En general, el poder definir la
linea linfoide vs NK; linfoide T CD8+, CD4+ o doble negativo o doble positivo ayuda a orientar el
proceso. La expresion de cadenas del TCR en superficie o citoplasma excluye linea NK, aunque algunos
linfomas de tipo NK nasal pueden tener un genotipo y fenotipo T. En los tltimos afios disponemos de
anticuerpos que funcionan en tejido parafinado para identificar células T alfa/beta y gamma/delta.
Otros marcadores imprescindibles son CD25, CD56, CD57 y anticuerpos que detectan las
granulaciones citotdxicas (TIA-1, Granzima B, Perforina). Ademds, es imprescindible el uso de
hibridacién para EBER que, en la mayoria de los casos, no es reemplazable por otros antigenos de
latencia del EBV como la proteina LMP1.
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En la tabla 1 se describen los anticuerpos disponibles para tejido en parafina y en la tabla 2 se resumen
las caracteristicas inmunofenotipicas de los diversos procesos linfoproliferativos T incluidos en este
capitulo.

Tabla 1. Lista de marcadores que pueden aplicarse en tejido en parafina para el diagnéstico de
linfomas T, NK'y T/NK.

Grupo Marcadores

CélulaT CD2, CD3, CD4, CD5, CD7, CD8, CD52, TCRBeta, TCRGamma, TCRdelta
Citotoxico TIA1, granzima B, perforina

Treg FoxP3, CD25,CD152

NK CD16, CD56, CD57

IEL* CD103

Th1 T-Bet

Th2 GATA3

Activacion CD25,CD30

Proliferacion Ki67

EBV EBER ISH (hibridacion in situ), LMP1, EBNA2

*|EL: linfocitos intraepiteliales (Intraepithelial lymphocyte).
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Tabla 2. Resumen de las caracteristicas inmunofenotipicas

Entidad CcD3 CD5 CD7 CD4 (D8 (D25 (D16 (D56 (D57 CD52 | Granulos TCR

PLL* + + + 60% | 15% 25% - — - + - afp -

LGL** + +/- +/- - 85% - + -/+ + + activados af -

CNK*** +citop - - - +/- - + + - ? activados - -

aNK +citop - - - - - +débil + + ? activados - +
NK/T*** +citop - ? - - 30% -/+ + -/+ 25% activados - +
EBVTTLF.’D + + -/+ - + -/+ +/- - - ? Tia-1 ap +
pediatrico

HSTL + - - - -/+ - + +/- - -/+ incompleto | yé>ap -/+
ATLL + + - + - + +/- +/- +/- + - aff -

:EATL tipo + + - - + 25% +/- + +/- ? activados af -

*Coexpresion de CD4 y CD8 en el 25% de los casos y ausencia de expresion de CD3 y RCT en la
membrana en el 20% de los casos. Una expresion elevada de Tcl-1 es frecuente pero no exclusiva de
esta enfermedad

**Expresan granulos citotoxicos TIA-1, granzima B y perforina independientemente de que la
proliferacién sea de linfocitos CD8+ o la menos frecuente CD4+

***Expresan granulos citotoxicos TIA-1, perforina y Granzima B

ESTUDIO CITOGENETICO/MOLECULAR

El estudio de clonalidad es de gran utilidad en las neoplasias linfoides T dada la ausencia de alguin
marcador subrogado por inmunohistoquimica, similar a las cadenas ligeras en los linfomas B, que
pueda usarse en la rutina diagnéstica. Un inmunofenotipo aberrante con pérdida de expresiéon de
antigenos T es sugestivo pero no definitivo de un proceso clonal. En las proliferaciones de linfocitos
granulares deberd determinarse siempre la clonalidad mediante el andlisis del reordenamiento de las
cadenas Beta o Gamma del RCT mediante PCR. Mediante citometria de flujo, la expresién de un mismo
receptor de tipo inhibidor de células NK (KIR) se puede usar como sinénimo de clonalidad en la
leucemia de linfocitos granulares Ty NK aunque solo permite obtener informacion en una proporcién
de casos. Recientemente mutaciones de STAT3 se han implicado en la patogénesis de la leucemia de
linfocitos granulares T y NK hallandose presente en alrededor del 20-23% de pacientes. Hay
alteraciones genéticas caracteristicas y recurrentes en algunos de estos procesos en especial en la
leucemia prolinfocitica T que muestra alteraciones recurrentes tales como inv(14)(q11;932) que
involucra el reordenamiento del oncogén TCL1 (80% casos) e iso(8q) (60% de casos). Si bien la
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citogenética o FISH no son imprescindibles en casos francamente leucémicos y con morfologia tipica
de prolinfocitica T, si que son de ayuda y corroboran el diagnéstico en las variantes morfoldgicas y/o
en formas de bajo voltaje de leucemia prolinfocitica. La presencia de isocromosoma 7 que puede
estudiarse mediante técnica de FISH en parafina puede sustentar el diagnéstico de linfoma T
hepatoesplénico. Estos estudios sélo estan disponibles en unidades de diagnéstico hematopatolégico
especializado.

RECOMENDACIONES

1.

El grupo de neoplasias que se discuten en este capitulo son entidades clinico-patolégicas
muy poco frecuentes que requieren para su diagndstico definitivo la integracion de datos
clinicos y de laboratorio y de unidades de hematopatologia expertas en estos procesos y con
gran variedad de técnicas disponibles. Grado C. Evidencia nivel IV

El informe final del patélogo debe incluir una descripcion detallada de la citologia, patrén de
infiltracion tisular, inmunofenotipo y a ser posible anomalias genéticas/moleculares,
especialmente en casos problematicos con dificultades para establecer un diagnéstico final.
Grado C. Evidencia nivel IV

Es recomendable referir las muestras a centros de referencia nacionales con experiencia en
este tipo de enfermedades en fases iniciales del proceso para un diagndstico y manejo
adecuado del paciente. Grado C. Evidencia nivel IV

*Los autores desean agradecer a los Dres Blanca Gonzdlez y Estella Matutes su colaboracion en la
redaccién de este capitulo.
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Linfoma primario cutaneo es el que infiltra de forma primaria la piel. Tanto los linfomas B como los
linfomas T sistémicos pueden infiltrar secundariamente la piel y adoptar cualquier patrén morfolégico
de infiltracion por lo que siempre deben ser excluidos mediante un adecuado estudio clinico.

LINFOMAS T PRIMARIOS CUTANEOS

Representan el 70% de los linfomas primarios cutaneos, siendo la micosis fungoides (MF) y sus
variantes el tipo mas frecuente (~40%) (tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion de los linfomas Ty NK primario cutaneos segun la WHO-EORTC. *La frecuencia
dada se refiere a la totalidad de los linfomas primarios cutdneos By T.

Linfomas T/NK primario cutaneos Frecuencia (%)*
Curso clinico indolente:
Micosis fungoides 44
Subtipos y variantes de Micosis fungoides 6
Linfoma primario cutaneo de linfocitos T CD4-positivos de pequero- 1
mediano tamafio
Linfoma NK/T tipo hydroa vacciniforme 2
Desordenes linfoproliferativos CD30+ primario cutaneos <1
-Linfoma anaplasico de células grandes CD30+ primario cutdneo 8
-Papulosis Linfomatoide. 12
Curso clinico agresivo:
Sindrome de Sézary 3
Linfoma primario cutdneo de células NK/T de tipo nasal <1
Linfoma T citotoxico CD8-epidermotropo agresivo primario cutaneo <1
Linfoma T primario cutdneo gamma/delta <1
Linfoma T periférico no especificado primario cutaneo 2
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LINFOMAS T PRIMARIOS CUTANEOS: MICOSIS FUNGOIDES (MF)

El diagndstico de MF debe restringirse a aquellos pacientes que cursen con historia de lesiones en
forma de mancha, placa y finalmente en algunos casos nédulos/tumores. Es mas frecuente en adultos,
generalmente varones, aunque se ha descrito en nifos. El curso clinico es variable, aunque por lo
general, prolongado produciéndose ocasionalmente en estadios avanzados afectacién ganglionar y
visceral (higado, bazo, pulmén y sangre periférica, principalmente).

Histolégicamente se caracteriza por un infiltrado epidermotropo de linfocitos pequefos con
escasa atipia citolégica que forman cimulos intraepidérmicos (abscesos de Pautrier). Los linfocitos
tumorales suelen expresar CD4 y en la mayoria de los casos hay pérdida de CD7. Se han descrito casos
con expresion de CD8, que suelen presentarse en forma de manchas o placas hipo o
hiperpigmentadas asi como casos con expresién de CD56, TCRgamma y otros con ausencia de
expresion de CD4 y CD8. Estos subtipos inmunofenotipicos no suelen presentar diferente
comportamiento biolégico.

En estadios iniciales el infiltrado linfoide se dispone principalmente en banda en dermis superficial
y tanto la atipia citolégica como el epidermotropismo pueden ser muy sutiles haciendo muy
complicado el diagnéstico. No suele observarse pérdida de expresion de marcadores T ni
reordenamientos clonales del gen TCR. A medida que las lesiones se vuelven mas tumorales, se pierde
el epidermotropismo, el infiltrado dérmico es mas denso y difuso y disminuye el componente de
células reactivas mientras que las tumorales aumentan en numero. Puede observarse transformacién
histoldgica, definida como la presencia de méas de un 25% de células grandes de aspecto blastico.
Estas células pueden ser CD30-positivas o CD30-negativas. Esto es mas comun en fases tumorales de
MF. Puede adquirirse la expresiéon de marcadores citotéxicos. En casos de positividad para CD30 se
requiere hacer el diagnéstico diferencial con otras entidades del espectro de los desérdenes
linfoproliferativos cutaneos CD30 positivos.

Variantes de MF:

¢ MF foliculotropa: No siempre se observa mucinosis folicular. Se asocia a curso clinico mas
agresivo.

e MF granulomatosa: Se asocia con granulomas de tipo sarcoideo o con patrones de
infiltracion tipo granuloma anular. Las células multinucleadas gigantes destruyen y fagocitan
las fibras elasticas. No siempre se observa epidermotropismo (50%). Curso clinico mas
agresivo que la variante clasica.

e Sindrome de piel laxa granulomatosa: Histolégicamente es indistinguible de la MF
granulomatosa y se caracteriza por la aparicion de una piel laxa y colgante en los grandes
pliegues cutdneos y por un curso clinico muy benigno.

o Reticulosis pagetoide: El término se restringe a lesiones Unicas en placa de crecimiento
lento y progresivo. Se observa un llamativo epidermotropismo por linfocitos con halo claro.
Se han descrito casos con expresiéon de CD4, CD8 e incluso CD30. El pronéstico es muy bueno.

LINFOMAS T PRIMARIOS CUTANEOS: SINDROME DE SEZARY (SS)

Es una forma rara de linfoma T primario cutaneo (representa el 3% de todos los linfomas primario
cutdneos). Se caracteriza clinicamente por la presencia de eritrodermia, alopecia, hiperqueratosis
palmo-plantar y linfadenopatias. Tan sélo en un 40% de los casos se observan imagenes de linfocitos
atipicos con epidermotropismo por lo que la biopsia cutdnea no siempre es del todo util para el
diagnéstico. La mayoria de los autores coinciden en que es necesaria la presencia de >1000 células
atipicas con nucleos cerebriformes (células de Sézary o células de Lutzner) en sangre periférica para
hacer el diagnéstico de SS; si bien, alin no existen criterios diagndésticos consensuados. El pronédstico
es muy malo, con una supervivencia media de 2-4 aiios.
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LINFOMAS T PRIMARIOS CUTANEOS: PROCESOS LINFOPROLIFERATIVOS PRIMARIO CUTANEOS
CD30-POSITIVOS

Incluye un espectro clinicopatoldgico en el que la clasificacién de la WHO-EORTC reconoce tres
subgrupos:

Linfoma anaplasico de células grandes primario cutaneo (LACGPC)

Aparece principalmente en pacientes varones adultos, aunque estd descrita en nifos.
Normalmente se trata de una lesion Unica o de lesiones multiples localizadas en forma de papulas o
ndédulos que frecuentemente se ulceran. A veces regresan espontdneamente tras un periodo medio
de 2 meses (23-44% de los casos). Ocasionalmente pueden presentar recidivas cutaneas (~39% de los
casos). La presencia de lesiones multifocales se ha descrito en el 20% de los pacientes. La afectacién
ganglionar locorregional se observa en un 10% de los casos y no parece tener implicaciones
prondsticas. El prondstico es muy bueno, con una supervivencia global a los 5 afios del 76-96%.

Morfolégicamente se caracterizan por una proliferacién difusa de células grandes anaplésicas que
afecta la dermis y en muchas ocasiones el tejido celular subcutaneo con expresién de CD30 en mas de
un 75% de las mismas. Es rara la presencia de epidermotropismo. El infiltrado linfo-leucocitario
reactivo acompafante es muy escaso.

La mayoria de los casos expresa CD4 y marcadores citotdxicos (TIA-1, granzima, perforina) y suelen
perder CD2, CD5, CD7 y/o CD3. Un 5% de los casos expresa CD8. De forma ocasional se han descrito
casos doble CD4/CD8 negativos.

Papulosis linfomatoide (PL)

La PL se define como un proceso crénico, recurrente y autolimitado de afectacidon cutdnea y en
ocasiones de mucosas constituido por una proliferacion de células grandes, anaplasicas, de aspecto
inmunoblastico o de tipo Hodgkin con abundante infiltrado inflamatorio. Aparece principalmente en
adultos de sexo masculino aunque también ha sido descrita en nifios. Clinicamente se caracteriza por
la apariciéon en brotes de multiples papulas, o nédulos, en tronco y extremidades en diferentes
estadios evolutivos (pdpula, necrosis, escara) que regresan espontdneamente tras 3-12 semanas
dejando cicatrices hiperpigmentadas. Se han descrito varios patrones de infiltracién cutdneas que
definen los distintos tipos (A-E).

Lesiones mal definidas entre estas dos entidades («lesiones borderline»).

LINFOMAS T PRIMARIOS CUTANEOS: LINFOMA T SUBCUTANEO DE TIPO PANICULITICO (LTSP)

Puede aparecer en adultos o nifios, frecuentemente mujeres. Se caracteriza por la aparicion de
nédulos o placas unicas o multiples generalmente en tronco y extremidades. Se ulceran con
frecuencia. Es rara la afectacion extracutanea. Es frecuente la aparicion de sintomas sistémicos aunque
el sindrome hemofagocitico (SHF) solo ocurre en un 15% de los casos. Un 20% de los pacientes
presentan algun tipo de enfermedad autoinmune, especialmente lupus eritematoso sistémico. El
curso clinico es, por lo general, poco agresivo, especialmente si no presentan SHF.
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Histopatoldgicamente es una proliferacién exclusivamente subcutanea por células neoplasicas de
diferente tamano y atipia citologica que se disponen alrededor de adipocitos de forma individual. Es
frecuente la necrosis, la cariorexis y la presencia de histiocitos.

El estudio IHQ muestra una proliferacion de linfocitos T-citotéxicos frecuentemente CD8 que
expresan fenotipo TCRaf (TCRBF1 mediante IHQ) y que, con frecuencia muestran un alto indice
proliferativo (Ki67) en torno a vacuolas adiposas. Es poco frecuente la positividad con CD30 o CD56.

LINFOMAS T PRIMARIOS CUTANEOS: LINFOMA T GAMMA-DELTA PRIMARIO CUTANEO (LTGDPC)

Suelen debutar en forma de placas, nédulos o tumores ulcero-necréticos diseminados o en
miembros inferiores en pacientes adultos afosos sin predileccion de sexo. La afectacion mucosa es
frecuente. Es frecuente una rapida diseminacién sistémica, aunque la afectacién ganglionar y de la
médula dsea es rara. Suelen presentar sintomas sistémicos y SHF, especialmente los pacientes con
tumores con predominio de afectacién paniculitica. Es un linfoma altamente resistente a la
poliquimioterapia con muy mal prondstico, especialmente los casos con afectacién del tejido celular
subcutdneo. La supervivencia media es inferior a 15 meses.

El patron de afectacién puede ser dérmico, intraepidérmico o subcutaneo. Dichos patrones
pueden aparecer individualmente o en combinacion. Las células tumorales también pueden presentar
distintos grados de atipia morfoldgica.

Las células tumorales expresan CD3, TCRy® (TCR gamma y/o TCR delta mediante IHQ) y
marcadores citotéxicos. La presencia de CD56 es frecuente. Suelen ser CD4/CD8 doble negativos o
CD8-positivos.

LINFOMAS T PRIMARIOS CUTANEOS: LINFOMA T CITOTOXICO CDS8-EPIDERMOTROPICO
AGRESIVO PRIMARIO CUTANEO (LTC-CDSEA-PC). ENTIDAD PROVISIONAL SEGUN LA OMS

Suele aparecer en forma de placas, papulas, nédulos o tumores generalizados con frecuente
ulceracién. Suele afectar adultos sin predileccién de sexo. El curso clinico es agresivo y suele
metastatizar en mucosa oral, testiculo, bazo, pulmén o SNC con poca afectacion ganglionar. La
supervivencia media es inferior a 3 afos.

Las lesiones tempranas suelen presentar un patrén de infiltracién intraepidérmico de tipo
pagetoide. En las lesiones establecidas hay epidermotropismo marcado con necrosis de
queratinocitos, espongiosis y ulceracion. Suele observarse un patrén liquenoide y en banda en dermis
superficial con frecuente destruccion de anejos pero sin angioinvasion, angiodestruccion o afectacion
de fasciculos nerviosos. Se observa frecuente afectacion de paniculo adiposo.

Las células tumorales suelen expresar CD3, CD8, CD5, CD7, TCRBF1, TIA1. Suelen ser negativos con
CD2, CD30, perforina y granzima. No se observa expresion de TCRGamma ni EBV-EBER.

LINFOMAS T PRIMARIOS CUTANEOS: LINFOMA T/NK EXTRAGANGLIONAR DE TIPO NASAL

Suele presentarse como multiples placas o tumores, generalmente ulceradas en tronco y
extremidades. Los pacientes son adultos, generalmente anosos y es mas frecuente en individuos
varones que provienen de Asia, Centro América o América del Sur. Se ha descrito de forma
excepcional en nifos. Suele presentar sintomas sistémicos y frecuentemente SHF.

Las células tumorales son de tamafo y morfologia variable. Se disponen generalmente de forma
difusa en dermis y tejido celular subcutdneo, aunque también pueden presentar epidermotropismo.
Es muy caracteristica la presencia de angiodestruccién con extensas areas de necrosis. En ocasiones se
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observa abundantes células acompanantes de caracter reactivo constituidas por leucocitos, histiocitos
y plasmaticas.

Las células neoplasicas son caracteristicamente citotéxicas y expresan EBV-EBER. Suelen presentar
expresion de CD3 citoplasmatico y CD56 y no suelen expresar CD4 ni CD8. La expresién de TCRBF1 y
TCR gamma es variable y de significado clinico impreciso en este grupo.

LINFOMAS T PRIMARIOS CUTANEOS: LINFOMA T/NK DE TIPO HYDROA-VACCINIFORME

Forma parte del espectro de lesiones relacionadas con infeccidn crénica por EBV y se relaciona con
hipersensibilidad a picaduras de insectos. Se presenta en nifios de origen asiatico, México, centro
América y América del sur. Se caracteriza por la presencia de lesiones en forma de vesiculas que
evolucionan a papulas, se ulceran y dejan cicatriz residual. Tienen un curso clinico autoresolutivo y
recurrente durante mucho tiempo hasta que finalmente desarrollan afectacion sistémica por linfoma.
La afectacion cutdnea ocurre en areas foto y no fotoexpuestas. Las lesiones mucosas son frecuentes.
Se asocian sintomas generales, fiebre, aumento de titulos de IgG frente a EBV y edema facial.

El fenotipo T es mas frecuente (75% de los casos), presenta mas sintomas sistémicos y se asocia a
mayor agresividad de las lesiones cutdneas. El fenotipo NK (25% de los casos) aparece en pacientes
mas jévenes, presenta un curso clinico mas indolente pero mayor tendencia al desarrollo de linfomas
NK de tipo nasal y leucemias NK.

El patron histopatologico es variable con infiltracion intraepidérmica (cumulos de linfocitos
pequefios con escasa atipia intraepidérmicos formando vesiculas espongidticas), dérmica y
perivascular (escasas células en dermis con ligero angiotropismo y destrucciéon de anejos) o bien
extensa con areas de ulceracion epidérmica, infiltracién de tejido celular subcutaneo, partes blandas y
tejido muscular. En estadios avanzados se observa infiltracion ganglionar por linfoma. El tamafio y la
atipia citoldgica es variable y aumenta a medida que evoluciona la enfermedad.

Las células tumorales son EBV-EBER positivas con expresion de CD3 citoplasmatico y marcadores
citotéxicos. Pueden expresar CD56 y CD30. La expresiéon de CD4 y CD8 es variable siendo
frecuentemente doble negativas. Se ha observado la expresion frecuente de TCRBF1 y en menor
medida de TCR-Gamma o la ausencia de expresién de ambos marcadores. Se observan abundantes
células de habito linfocitario negativas para EBV-EBER.

LINFOMAS T PRIMARIOS CUTANEOS: PROCESO LINFOPROLIFERATIVO PRIMARIO CUTANEO T
CD4-POSITIVO DE CELULAS PEQUENAS-MEDIANAS. Entidad provisional segiin la OMS

Es un proceso linfoproliferativo que se presenta como nédulos Unicos en regién de cabeza, cuello
y parte superior del tronco. Se han descrito casos con lesiones multiples. Ocurren en adultos, y tienen
un curso clinico benigno.

Histopatolégicamente se observa una proliferacién difusa dérmica de células de pequefo-
mediano tamafio con no mas de un 20% de células grandes. Hay escaso foliculotropismo, con
presencia de «Grenz zone», escasos centros germinales reactivos de pequefo tamano generalmente
en dreas profundas y puede observarse abundante componente B reactivo acompanante, asi como
plasmaticas, eosindfilos, histiocitos y células gigantes multinucleadas.

Las células neoplésicas expresan CD3, CD4 y caracteristicamente marcadores T de fenotipo
centrofolicular como PD1, CXCL13, BCL6 y en ocasiones CD10. No suelen observarse restricciéon de
cadenas ligeras en el componente linfoplasmocitario.
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LINFOMAS B PRIMARIOS CUTANEOS

Representan el 30% de los linfomas primarios cutaneos.

LINFOMAS B PRIMARIOS CUTANEOS: LINFOMA B DE LA ZONA MARGINAL PRIMARIO CUTANEO
(LMPCQ)

Este tipo de linfomas suponen el 7% de los linfomas primarios cutdneos. Son de muy buen
prondstico con una supervivencia global especifica de enfermedad del 99-100% a los 5 afos. Suelen
presentar recidivas ocasionales pero no suelen tener afectacion extracutdnea. Entre los pacientes con
linfoma B de la zona marginal de presentacion primaria cutdnea tan sélo un 2% presentan infiltracion
franca de la médula 6sea, momento en el que dejan de considerarse cutaneos. Las lesiones pueden ser
Unicas o multiples, en forma de papulas, nédulos o placas principalmente en el tronco y extremidades.
De forma inhabitual pueden tener un curso clinico intercurrente (aparicién y desaparicién de las
lesiones espontdneamente). La desaparicion espontanea puede asociarse con la aparicion de
anetodermia.

Histopatologicamente presentan un patrén de afectacién dérmica difuso o pseudonodular
constituido por foliculos linfoides de centros germinales reactivos y expansion de linfocitos del area
marginal que disecan los haces de coldgeno. Se acompanan de un numero variable de células
dendriticas multinucleadas y blastos. Hay abundantes células de hdabito linfoplasmocitiode o
plasmaticas maduras en la periferia de la lesién y bajo la epidermis.

Las células neopldsicas del darea marginal expresan CD20, CD79a y BCL2 y son CD10 y BCL6
negativas. Las células plasmaticas expresan CD138 y CD79a pero son CD20 negativas y presentan
restriccion de cadenas ligeras en el estudio inmunohistoquimico en el 75% de los casos. Los linfocitos
B del centro germinal de caracter reactivo expresan CD10 y BCL6 pero son BCL2 negativos. Se ha
descrito positividad nuclear con BCL10 (46% de los casos) y se asocia con tumores agresivos
localmente.

Se describen dos subtipos:

e Con cambio de clase de las inmunoglobulinas (Igs) y expresidn de IgG, principalmente 1gG4;
presenta abundantes linfocitos T reactivos acompafiantes de fenotipo TFH2 y escasa células B
neoplasicas.

e Sin cambio de clase de las Igs; expresan IgM, y suelen acompanarse de proliferaciones difusas
de células B, expresién de CXCR3, y asociarse con infeccién por Borrelia burgdorferi.

LINFOMAS B PRIMARIOS CUTANEOS: LINFOMA B CENTROFOLICULAR PRIMARIO CUTANEO
(LCFPQ)

Representan el 9-11% de los linfomas primarios cutdneos. Frecuentemente se presentan como
placas o tumores multiples o solitarios en la regién del tronco, de la cabeza o el cuello. A veces se
presentan como placas eritematosas con nédulos sobre ellas («Linfoma de Crosti») y algunos
pacientes presentan multiples lesiones papulosas de pequefio tamafio alejadas 10-15 cm de la lesidn
principal.

El pronéstico es muy bueno, con una supervivencia global superior al 95% a los 5 afios. Los casos
de presentacién multifocal o de localizacion en piernas parecen tener peor prondstico. Se ha descrito
la progresién a linfoma B difuso de células grandes.

Histopatolégicamente se definen como una proliferacién de centrocitos y centroblastos que
puede adoptar un patréon nodular, mixto (nodular y difuso) o difuso. Las células tumorales se
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acompafnan de numerosas células T de caracter reactivo. Algunos LCFPCs presentan morfologia
fusocelular. A diferencia de los linfomas foliculares ganglionares los LCFPC no se gradan.

Las células tumorales expresan CD20 y CD79a. Son caracteristicamente BCL6 positivos. Se observa
positividad variable con CD10 en los de patrén de crecimiento nodular. No se observa expresion de
MUM1.

La expresion de BCL2 estd mas restringida que la contrapartida ganglionar. Su presencia en mas
del 50% de las células tumorales en LCFPC constituidos por células grandes y patrén de crecimiento
difuso se asocia a peor prondstico. En casos con una expresion intensa y difusa de BCL2, se debe
descartar que se trate de una forma secundariamente cutanea de linfoma B folicular. La presencia de
translocacién entre los genes IgH@/BCL2 se detecta hasta en un 10-41% de los LCFPCs. Sin embargo,
se recomienda igualmente descartar clinicamente en estos casos afectacién cutdnea por un linfoma B
folicular sistémico.

LINFOMAS B PRIMARIOS CUTANEOS: LINFOMA B DIFUSO DE CELULAS GRANDES PRIMARIO
CUTANEO DE TIPO PIERNAS (LBDCG-PCTP)

Representan el 4% de los linfomas primarios cutaneos. Son linfomas agresivos con una
supervivencia a los 5 anos del 55%. Se presentan caracteristicamente en las piernas, aunque no son
exclusivos de esta localizacién (15-20% otra localizacién). Son mas frecuentes en personas afosas y
frecuentemente mujeres. Suelen cursar en forma de nédulos Unicos o multiples, uni o bilaterales.
Presentan rapido crecimiento y gran tendencia a la diseminacién extracutanea (50%), principalmente
a ganglios locorregionales.

Histopatoldgicamente se caracterizan por un infiltrado difuso dérmico de células de mediano-
gran tamano y aspecto inmunoblastico o centroblastico que frecuentemente alcanzan el tejido celular
subcutadneo y respetan la epidermis. No se observan células B de pequefio tamafo y el componente
reactivo de fenotipo T es muy escaso y frecuentemente limitado al area perivascular.

Las células tumorales expresan CD20, CD79a y BCL2. Pueden expresar CD10 y BCL6. De forma
caracteristica presentan expresion de IgM, MUM1 y FOXP1 en la mayoria de los casos. La mutacion
L265P de MYD88 se encuentra en un porcentaje variable de casos de LBDCG-PCTP segun las series
(33-61%).

LINFOMAS B PRIMARIOS CUTANEOS: OTROS TIPOS/SUBTIPOS DE LINFOMAS B DIFUSOS DE
CELULAS GRANDES (LBDCG) (muy infrecuentes)

Se han descrito principalmente y representan la afectacion cutdnea por un linfoma sistémico en la
mayoria de los casos, Linfomas B con caracteristicas intermedias entre linfomas de Burkitt y linfoma B
difuso de células grandes, Linfoma primario de cavidades extracavitario, Linfomas plasmablasticos,
Linfoma B rico en células T, Linfomas asociados a inmunosupresién (asociados a la edad avanzada, uso
de metrotexato y procesos linfoproliferativos de tipo ulcera-mucocutdnea), Granulomatosis
linfomatoide, Linfoma B linfoblastico.

El linfoma B intravascular aunque normalmente es multisistémico (suele afectar sistema nervioso
central y pulmén) puede tener un patrén de afectacién exclusivamente cutdnea. Se caracteriza por la
presencia de células neopldsicas grandes en el interior de la luz de estructuras vasculares de pequefio-
mediano calibre en dermis o tejido celular subcutédneo. Clinicamente se caracteriza por la apariciéon de
manchas o placas violaceas o lesiones de tipo telangiectasico en piel de extremidades inferiores o
tronco. Se ha descrito la colonizacién exclusiva de tumores vasculares benignos (hemangiomas) y la
extravasacién de escasas células tumorales a dermis perivascular. Aunque requiere tratamiento
quimioterapico es de mejor prondstico que el de presentacidn sistémica. Demostrar el
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inmunofenotipo B es esencial para descartar otros procesos neoplasicos con similar presentacion
clinico-patoldgica como el LACGPC o Linfoma T/NK de tipo nasal.

TIPO DE MUESTRA IDONEA PARA EL DIAGNOSTICO
Biopsia incisional o escisional cutanea que incluya epidermis, dermis y tejido adiposo.

Biopsia-cilindro de médula ésea: Su indicacién es controvertida en linfomas T de curso clinico
indolente y en Linfoma B de la zona marginal primario cutaneo. En los linfomas B y T agresivos esta
indicada como método de estadiaje.

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL Y ERRORES DIAGNOSTICOS

Los casos de linfomas cutaneos plantean diagnoéstico diferencial histopatoldgico con una amplia
variedad de procesos no neoplasicos. Entre ellos se destacan:

e MF en estadio inicial vs procesos inflamatorios (eccema, psoriasis, etc.) vs reaccién a farmacos.

e MF CD8-positiva vs vitiligo.

e MF granulomatosa vs procesos inflamatorios de caracter granulomatoso (tuberculosis,
hongos, sarcoidosis, granuloma anular, etc.)

e LACGPC con abundante componente inflamatorio vs PL vs procesos virales, pioderma,
reaccion a farmacos, etc.

e Lavariante hiperplasica pseudoepiteliomatosa de LACGPC debe diferenciarse de carcinomas
epidermoides.

e  LTSP vs paniculitis lupica. Este diagnostico diferencial es especialmente dificil en nifios.

e LMPCy LCFPC vs Hiperplasia folicular cuténea.

Este diagnéstico diferencial debe tener en cuenta principalmente caracteristicas clinicas de la
enfermedad y debe realizarse una adecuada correlacién clinico-patolégica. En caso de sospecha de
proceso linfoproliferativo es preciso realizar un estudio IHQ apropiado y estudios moleculares en
casos seleccionados.

PANELES DE INMUNOHISTOQUIMICA (IHQ) E HIBRIDACION IN SITU CROMOGENICA (HIS-C)

Dado el amplio espectro de LPC se aconseja inicialmente definir si se trata de un procesoBo Ty
posteriormente segun el patron morfolégico y las caracteristicas clinicas del paciente ampliar la
bateria de marcadores inmunohistoquimicos.

Panel de primera linea: CD45 (ALC), CD20, CD3, CD4, CD8, CD30, ki67.
Paneles de segunda linea:

Linea T: CD5, CD7, TCRBF1, TCR-Gamma, TCR-delta, CD56, ALK, EBV-EBER, PD1.
Linea B: BCL2, BCL6, CD10, KAPPA, LAMBDA, MUM1.

Paneles de tercera linea: TdT, TCL1, CD123, CD68, FOXP3, CD25.

Si el caso no es claramente tipificable con los estudios previos considerar infiltrados de tipo
leucémico (leucemia cutis, neoplasia de células dendriticas plasmocitoides blasticas), linfoma
linfoblastico, leucemia T-prolinfocitica y leucemia-linfoma T del adulto.

CITOGENETICA Y MOLECULAR
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Se recomienda la determinacion molecular de clonalidad linfoide de Ig y TCR mediante PCR como
método complementario al diagnéstico y evaluacién de recidivas (véase apartado de diagnostico
molecular). Se debe tener en cuenta que en estadios iniciales de la MF debido a la escasez de infiltrado
tumoral pueden no encontrarse reordenamientos clonales de los genes de TCR. A su vez, se pueden
encontrar reordenamientos clonales T en algunos procesos de caracter reactivo. Ocasionalmente, en
algunos procesos neoplésicos de estirpe T/NK el estudio molecular muestra un patrén policlonal del
gen TCR.

Se observan reordenamientos clonales de los genes de Ig en la mayoria de los linfomas B primario
cutédneos (80-83% de los LMPC; un 91-100% de los LCFPC y en un 100% de los LBDCG-PCTP). Sin
embargo, se han descrito también en un 4-22% de los infiltrados reactivos B de caracter no
neopldsico. Se encuentran a su vez reordenamientos clonales T hasta en un 35% de los casos de
linfoma B de la zona marginal primario cutaneo.

En aproximadamente un 26% de los LACGPC se ha descrito la translocacién del gen IRF4 (6p25.3).
Adicionalmente se ha descrito la presencia de la translocacion del locus 6p25.3 afectando al gen
DUSP22-IRF4 en un 20-57% de los LACGPC, en un subgrupo de PL con patrén morfolégico bifasico, en
un 8% de linfomas T periféricos sin rasgos especificos y en un 30% de linfomas T anaplasicos
sistémicos ALK-negativos.

En los LMPC se han descrito traslocaciones afectando a las cadenas pesadas de las IgGs (IGH) y a los
genes MALT y FOXP1, respectivamente; t(14;18)(q32;921) y t(3,14)(p14.1;932), respectivamente. No se
han encontrado reordenamientos similares a los descritos en el linfoma del area marginal (MALT) de
tipo gastrico, t(11;18)(q21;921) o t(1;14)(p22;932).

La presencia de translocacién entre los genes IgH@/BCL2 se detecta hasta en un 10-41% de los
casos de LCFPC. Sin embargo, se recomienda descartar en estos casos afectacion cutanea por un
linfoma folicular sistémico.

Se ha demostrado de forma frecuente translocacién de los genes CMYC y BCL6 y amplificacion de
los genes BCL2 y MALT1 en LBDCG-PCTP. La mutacion L265P de MYD88 se encuentra en un
porcentaje variable de casos de LBDCG-PCTP segun las series (33-61%).

RECOMENDACIONES

1. La biopsia incisional amplia y escisional incluyendo epidermis y tejido celular subcutaneo de
la lesion cutdnea es el método de eleccion para el diagndstico inicial de los casos con
sospecha de proceso linfoproliferativo primariamente cutaneo. Las biopsias tipo «punch» no
son adecuadas para el diagnéstico. Grado C. Evidencia nivel IV.

2. Se deben descartar procesos reactivos que simulan linfomas; vitiligo, paniculitis lupica,
cambios secundarios a farmacos, infecciones virales, etc. Grado C. Evidencia nivel IV.

3. Se recomienda estudio histopatolégico convencional con H-E y un panel
inmunohistoquimico basico que incluya marcadores By T para el diagndstico inicial. Grado C.
Evidencia nivel IV.

4. Panel de primera linea: CD45 (ALC), CD20, CD3, CD4, CD8, CD30, ki67. Grado C. Evidencia nivel
v

5. Panel de segunda linea: Grado C. Evidencia nivel IV.
6. LineaT:CD5,CD7, TCRBF1, TCRGamma, CD56, ALK, EBV-EBER, PD1.

7. LineaB:BCL2, BCL6, CD10, KAPPA, LAMBDA, MUM1.
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10.

La presencia de clonalidad en el estudio molecular mediante PCR de los genes Ig y TCR es un
dato a favor del diagnéstico de linfoma en un contexto clinico morfolégico y fenotipico
adecuado. Su ausencia no excluye el diagnéstico de proceso linfoproliferativo y su presencia
aislada, en ausencia de otros datos clinicos y anatomopatoldgicos, no es suficiente. Grado C.
Evidencia nivel IV.

Se recomienda incluir dentro del grupo de linfomas primarios cutaneos T o B no clasificables
aquellos casos que no cumplan los criterios establecidos para las diferentes entidades
descritas por la WHO-EORTC. Grado C. Evidencia nivel IV.

Es preciso tratar de establecer una buena correlacién clinico patoldgica en cada caso para una
correcta clasificacién del mismo segun la OMS. Grado C. Evidencia nivel IV.
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DEFINICION Y FRECUENCIA DE LA ENTIDAD

Las neoplasias de células dendriticas e histiocitarias son el grupo de tumores hematolinfoides
menos frecuentes de todos, representando <1% de los tumores que se presentan en ganglios
linfaticos y partes blandas. Dentro de este grupo se incluyen principalmente el sarcoma histiocitico,
los tumores derivados de células de Langerhans, el sarcoma de células dendriticas interdigitantes y el
sarcoma de células foliculares dendriticas.

Estas neoplasias pueden aparecer en cualquier edad, sin embargo, son mas frecuentes en la edad
adulta (40-50 afnos). La etiologia es desconocida en la mayoria de casos, con excepcién de algunos
casos de sarcomas de células foliculares dendriticas que se desarrollan sobre enfermedad de
Castleman hialino-vascular y en las variantes tipo pseudotumor inflamatorio en que el virus de
Epstein-Barr juega un papel importante, pues se ha demostrado estar en forma monoclonal en
virtualmente todas las células neoplasicas.

La mayoria de estos tumores se presentan como linfadenopatia indolora aislada o bien como masa
de partes blandas y tienen un prondstico variable en funcidn de la entidad, siendo los sarcomas de
células foliculares dendriticas los de curso clinico mas indolente y los sarcomas histiociticos y los
sarcomas de células de Langerhans los de peor prondstico con una mortalidad alrededor del 50%.

TIPO DE MUESTRA IDONEA PARA EL DIAGNOSTICO

El diagnéstico de estas entidades se basa principalmente en el estudio morfolégico e
inmunofenotipico, siendo por tanto la biopsia escisional del tejido extraganglionar o del ganglio
linfatico afectado el procedimiento diagndstico de eleccién. Sin embargo, cuando el contexto clinico
del paciente no permita el estudio completo de la masa/ ganglio afecto, una biopsia con aguja
gruesa (BAG) con material suficiente para poder realizar un estudio inmunohistoquimico amplio
podria estar indicado.

Es necesaria la realizacion de una biopsia medular para el correcto estadiaje del paciente. En
casos con sospecha de sarcoma histiocitico, una afectacion difusa de la médula nos tendria que hacer
considerar también el diagnéstico de leucemia monocitica aguda, ya que cuando estos tumores
afectan la médula, normalmente es de forma parcheada.
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DIAGNOSTICO DIFERENCIAL Y ERRORES DIAGNOSTICOS

Para el adecuado diagnéstico de las neoplasias de células histiocitarias y dendriticas, es necesario
no solamente el estudio morfolégico sino también un panel inmunohistoquimico amplio para
descartar las principales entidades con las que hay que establecer el diagnéstico diferencial.

Proliferaciones histiocitarias reactivas: en este caso el diagnéstico es puramente morfoldgico.
Citolégicamente el sarcoma histiocitico tiene caracteristicas evidentes de malignidad a diferencia de
los nuicleos ovales, con cromatina fina que encontramos en las proliferaciones histiocitarias reactivas.

Sarcoma histiocitico: Por definicién tiene que existir:

e Expresion de uno o mas marcadores de diferenciacidn histiocitaria, incluyendo
. CD163 (tincion de membrana y/o de citoplasma),
« (D68 (clones KP1y PGMT) (tincion granular de citoplasma y/o patron de Golgi)
. Lisozima (tincién granular de citoplasma y/o patrén de Golgi).
e Ausencia de marcadores de
« Células de Langerhans (CD1a*, langerina)
. Células Foliculares dendriticas (CD21, CD35, CD23)
« Células Mieloides (CD33, CD13, Mieloperoxidasa)
. Epiteliales (pancitoqueratinas, EMA)
. Melanociticos (HMB45, MelanA)

Puede existir expresion focal de CD15, S100, CD45, CD45R0O, HLA-DR. CD4 es generalmente
positivo.

* Existe algun caso descrito con expresion focal y débil.

Sarcoma de células foliculares dendriticas: Para un diagndstico de seguridad hay que demostrar
positividad para uno o mas marcadores de células foliculares dendriticas (CD21, CNA42, CD35 o
CD23), aunque a veces la positividad es solamente focal, especialmente en las variantes mds agresivas
o en las pseudotumor inflamatorio-like. Otros marcadores que suelen ser positivos son CXCL13, EGFR,
Vimentina y fascina. Hay que tener en cuenta que también pueden ser positivos, aunque de manera
focal, CD68, EMA, S100, CD20, CD45 o queratinas.

Sarcoma de células dendriticas interdigitantes: Las células expresan intensa e invariablemente
S$100 siendo negativas para langerina. Otros marcadores que pueden ser positivos son vimentina,
HLA-DR y fascina. CD68 también puede ser positivo. Los marcadores de células foliculares dendriticas
(CD21, CD35 y CD23), mieloperoxidasa y CD34 son negativos. CD1a aunque generalmente negativo,
se ha reportado algun caso con positividad focal y débil.

Histiocitosis de células de Langerhans y Sarcoma de células de Langerhans: Las células de
Langerhans son positivas para CD1a, proteina S100 y/o langerina aunque en casos de SCL la tincién
puede ser focal o débil.

Otros marcadores que pueden ser positivos son HLA-DR, CD68, CD45, Vimentina y Lisozima. Los
marcadores de células foliculares dendriticas son negativos (CD21, CD23, CD35). Para diferenciar el
SCH de la HCL es importante la morfologia ya que las HCL las células de Langerhans son
citolégicamente «benignas» y se acompafna frecuentemente de eosindfilos. En casos de SCL el
acompafamiento de eosindfilos estd o bien ausente o estos son escasos. Aunque hay casos de HCL
con tasas mitéticas altas, generalmente son bajas. Clinicamente puede existir superposicion entre
estas dos entidades ya que también existen casos de HCL con afectaciéon multiorgdnica.

Leucemia monocitica: A diferencia del SH, Generalmente tiene presentacién sistémica y ademas
expresa marcadores de diferenciacién mieloide como CD33 y CD34.
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Otros diagnodsticos que hay que tener en cuenta ya que morfolégicamente pueden remedar
neoplasias histiocitarias/dendriticas son el linfoma difuso de células grandes B, los linfomas
anaplasicos, el melanoma o casos de carcinomas indiferenciados. Sin embargo, el estudio
inmunohistoquimico nos permitird en cualquiera de estos casos llegar al diagnoéstico definitivo.

PANELES DE IHQ

El abordaje de las neoplasias histiocitarias/dendriticas debe incluir un panel inmunohistoquimico
amplio, en primer lugar, descartar neoplasias mas frecuentes que morfolégicamente pueden ser
similares y, en segundo lugar, incluir otra serie de marcadores para la mejor subclasificacién de las
diversas entidades.

Los marcadores de origen histiocitario/dendritico que se recomienda utilizar en primer lugar son
CD68 (clones PGM1 y/o KP1), CD1a, lisozima, S100, CD21 y CD23. De este modo podemos subclasificar
alrededor del 90% de los casos.

Otros marcadores que serian de utilidad para el 10% restante serian CD163, langerina, CD35.

CITOGENETICA/MOLECULAR

Aunque todavia no existe ninguna alteracion molecular recurrente reconocida en la ultima
clasificacion de la OMS (2008) para este tipo de neoplasias, estudios recientes sugieren implicaciones
importantes de la via de BRAF en la patogénesis o en la transformacion de las neoplasias de células
histiocitarias y dendriticas. Asi se ha encontrado la mutacién BRAFV600E en histiocitosis de células de
Langerhans (~60%), sarcoma histiocitico (~60%) y en la enfermedad de Erdheim-Chester (~60%)
(véase capitulo de molecular).

Ademas, estudios recientes, sugieren que los pacientes con mutaciones de BRAF podrian
beneficiarse de tratamientos con inhibidores del mismo.

RECOMENDACIONES

1. Se trata de entidades muy poco frecuentes y cuyo diagnéstico es de exclusion en la mayoria
de los casos, de modo que para el adecuado diagndstico es necesario un conocimiento del
estado clinico y analitico del paciente, asi como un extenso estudio morfolégico e
inmunohistoquimico para descartar otras entidades. Grado C. Evidencia nivel IV.

2. Panel de IHQ: CD68 (clones PGM1 y/o KP1), CD1a, lisozima, $S100, CD21, CD23, CD163,
langerina, CD35. El uso del panel de inmunohistoquimica propuesto, permitiria virtualmente
la subclasificacién de la gran mayoria de estas neoplasias. Sin embargo, se dispone también
de otras técnicas como la microscopia electrénica que pueden ser de utilidad en
determinados casos. Grado C. Evidencia nivel IV.

3. Al tratarse de tumores de dificil abordaje diagnéstico, se recomienda la derivacién del caso a
hospitales con larga trayectoria y experiencia en el diagnéstico de neoplasias
hematolinfoides. Grado C. Evidencia nivel IV.

*Los autores desean agradecer a la Dra. Blanca Gonzalez su colaboracion en la redaccién de este
capitulo.
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GEMACIONES TUMORALES O DESDIFERENCIACION TUMORAL FOCAL (TUMOR BUDDING; TB)

En la dltima década, la implantacion sistematica de programas de cribado en la mayor parte de los
paises de la Unién Europea, ha permitido el diagnéstico temprano y el tratamiento precoz del
carcinoma colorrectal (CCR), aunque cerca de 20 a 25% de los casos diagnosticados presentan
enfermedad metastasica durante el curso de su evolucion clinica [1,2].

El estadiaje del CCR de acuerdo al sistema TNM: grado de infiltraciéon tumoral (T), invasién nodal (N)
y metéstasis a distancia (M), es actualmente el mayor predictor de supervivencia y uno de los
parametros mas Utiles para el manejo clinico del paciente [3]. Otros factores histopatolégicos como el
grado de diferenciacion histoldgica y la presencia de invasion linfovascular (LV) y perineural también
han demostrado influir de forma significativa en el prondéstico de la enfermedad [1,4,5]. Sin embargo,
aun existe una gran necesidad de mejorar la estratificacion de riesgo en los estadios iniciales donde el
beneficio de la quimioterapia neoadyuvante no estd del todo claro y podria ser determinante en
algunos casos. Con el objetivo de mejorar la estadificacidn clinica y predecir el riesgo de metastasis
nodal, en los ultimos afos se ha incorporado a diversas guias el denominado «tumor budding» (TB),
gemacion tumoral o desdiferenciacion tumoral focal.

El concepto de TB se refiere a la presencia de células tumorales aisladas o en pequefos grupos
de menos de 4-5 células que se desprenden del frente invasor tumoral y se extienden al estroma
adyacente [6,7]. Este fendmeno es considerado como la manifestacion histopatolégica del proceso de
Transicion epitelio-mesénquima (TEM), un proceso dinamico mediante el cual, las células pierden el
fenotipo epitelial y adquieren la capacidad migratoria e invasiva, propia de las células mesenquimales
[8-11].

La presencia de TB se asocia a un mayor riesgo de recurrencia loco-regional y a distancia, y, por lo
tanto, a una reduccién de la supervivencia tumoral especifica en pacientes con CCR [11-20]. Las
lesiones con un alto grado de TB se asocian a un mayor estadio pTNM, a una menor diferenciacién
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tumoral, y a la presencia de invasién LV, perineural y ganglionar [12,17,19,21-25]. La utilidad clinica de
la valoracién del grado de TB ha sido ampliamente demostrada en la literatura, y se reconoce como un
factor predictivo independiente de la presencia de metdstasis ganglionar en el CCR precoz (pT1) y
como un factor prondstico adverso en pacientes con CCR en estadio 1l [4,7,23,25].

El TB proporciona informacion util y se recomienda su determinacién de rutina en los siguientes
escenarios clinicos

e Como biomarcador pronédstico para seleccionar pacientes en estadio Il, en los que un alto
grado de TB se asocia con un mayor riesgo de recurrencia, por lo que estos pacientes podrian
beneficiarse de la terapia adyuvante [17,20,25,26].

e Como factor predictivo de la presencia de afectacion ganglionar en el CCR precoz (pT1),
especialmente en las muestras de polipectomia donde se ha demostrado que la presencia de
un alto grado de TB se asocia con un riesgo de aproximadamente 20% de invasién ganglionar
[4,23,27-29].

En el CCR estadio I, el TB parece mejorar la estratificacion de riesgo ofrecida por el sistema pTNM,
aungue son pocos los estudios que evaluan especificamente este grupo de pacientes [30,31].

Durante las ultimas tres décadas, se han realizado grandes esfuerzos por construir un sistema de
gradacion objetivo y reproducible que permita la implantacion de la valoracion de TB en los informes
patologicos de rutina. Algunos autores prefieren el recuento de grupos de células pobremente
diferenciadas o PDC (poorly differentiated clusters), un concepto que incluye grupos de mas de 5
células que se desprenden del frente invasor tumoral sin formar estructuras glandulares y esta en
debate si estos grupos podrian representar un estadio previo a la formacién de TB, o si por el contrario
no tienen relacion [29,31-33].

En el afo 2016, se emite por primera vez una guia de consenso para la valoracién de TB, en el
denominado ITBCC (International Tumor Budding Consensus Conference) [7]. En esta guia se
sugiere la inclusion sistematica del grado de la TB en los protocolos para la elaboracion de informes
patolégicos de rutina de las piezas de colectomia por adenocarcinoma (ADC) [7]. También se
recomienda con un nivel de evidencia moderado, que el recuento debe realizarse en preparaciones
tefiidas con hematoxilina-eosina (HE), en el campo de 20x con mayor densidad de TB, seleccionado
tras evaluar los 10 campos con mayor cantidad de estructuras presentes (o «hotspots»). El resultado
debe dividirse por un factor de normalizacion de acuerdo al microscopio utilizado para obtener una
estimacidon equivalente al nimero de estructuras presentes en 0,785mm?2 De acuerdo al valor
obtenido, el grado de TB se clasifica de la siguiente forma: bajo (menos de 5), intermedio (de 5a9) y
alto (superior a 10) (figura 1).

La utilidad de la inmunotincidon para CKAE1/AE3 ha sido evaluada por varios autores, y parece
mejorar la reproducibilidad y la concordancia interobservador de la gradacion de la TB
[4,7,22,26,29,37,40]. Aunque la guia de consenso de la ITBCC recomienda la valoracion de TB en la
tincién de HE, reconoce la utilidad de la inmunotincion en los casos de dificil valoracion por un denso
infiltrado estromal y/o inflamatorio, y sostiene que esta recomendacién podria cambiar en los
proximos afos a medida que se acumule mas evidencia a favor del uso de la tincién
inmunohistoquimica [7,36].
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Figura 1. Recomendaciones de la ITBCC (International Tumor Budding Consensus Conference) para la
determinacién y el reporte de TB en piezas de colectomia y polipectomia con carcinoma colorrectal.

1)Seleccionar la preparacion con la mayor
densidad de TB

2) Evaluar los 10 campos con mayor
densidad de TB (o “hotspots”)
utilizando un objetivo de 10X

En piezas de polipectomia se deben
analizar todos los campos que sea posible
(en caso de que haya menos de 10 campos)

3) Contar el nimero estructuras presentes
en un (1) campo de 20X
(aquel con mayor densidad de TB)

4) Calcular recuento de TB en un area
TBen _ Recuentoen uncampode 20X | de 0,785mm? en funcion del factor de

0.785mm"= ~Factor de normalizacion normalizacion (ver tabla)
TB en 0,785mm? |  Grado e o (1 | Defo ol cofeeo | romakzacace
0-5 | Bajo (Bd1) 18 0636 0810
5-9 | Intermedio (Bd2)
00 mas | Alto (Bd3) 19 e g
20 0.785 1.000
21 0.866 1.103
2 0950 1210
23 1.039 1.323
24 1.131 1.440
25 1227 1.563
26 1327 1.690

Existen algunas consideraciones especiales a la hora de realizar la evaluacion del TB:

e El grado de TB no influye el en el grado de diferenciacion del tumor. Este uUltimo depende
exclusivamente de la formacion de luces glandulares.

e En los casos donde no es posible identificar TB, el recuento es igual a cero (0), pero el grado
de TB es igual a 1 (bajo grado). No se debe informar como «ausencia de TB».

e Lainmunotincién para citoqueratinas debe reservarse para casos de dificil valoraciéon, como
aquellos que muestran un denso infiltrado inflamatorio en el frente invasor.

e En caso de utilizar la inmunotincién para citoqueratinas, debe tenerse especial precaucién y
no incluir cuerpos apoptéticos dentro del recuento de TB.
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e En tumores mucinosos y con células en anillo de sello, no deben incluirse en el recuento
aquellos nidos de células tumorales embebidas en el material mucinoso.

e Los casos con extensa descohesion celular (como algunos carcinomas medulares) y aquellos
con extensa fragmentacion celular por infiltrado inflamatorio neutrofilico y/o abscesificacién,
pueden clasificarse como «TB no valorable».

GRUPOS DE TUMOR POBREMENTE DIFERENCIADOS (POORLY DIFFERENTIATED CLUSTERS, PDC)

El sistema de clasificacion convencional del grado histoldgico en CCR segun refleja el protocolo
CAP (Colegio Americano de Patélogos) es el mas conocido y probablemente el mas empleado en la
mayoria de los laboratorios de patologia [31, 39-41]. Este sistema estratifica los CCR en 4 grados segun
el porcentaje de formacion glandular del tumor (bien diferenciado/G1 >95%, moderadamente
diferenciado/G2 entre el 50-95%, pobremente diferenciado/G3 <50% e indiferenciado G4 sin
formacion glandular ni mucina sin presentar diferenciacion neuroendocrina ni escamosa). Aunque
algunos sistemas proponen un sistema de clasificacion en dos grados (bajo G1&G2 versus alto grado
G3&G4) con el objetivo de reducir el grado de subjetividad, la realidad es que el sistema de 4 grados es
mas aceptado por la comunidad de patélogos.

A pesar de que este sistema de gradacion parece ser un factor prondstico independiente en varios
andlisis multivariantes de multiples estudios, la realidad es que existe una evidente variabilidad inter-
observador entre patélogos sobre todo en biopsias endoscépicas y cuando se trata de diferenciar los
ADC G1 de los G2 aunque esto en teoria no deberia provocar discordancias llamativas considerando
que ambos son considerados de bajo grado en la clasificacion binaria [31,39-41]. Otro problema
adicional es que se puede infraestimar el valor pronéstico de la identificacion de un componente
pobremente diferenciado aunque aparezca focalmente en un tumor o bien porque la muestra es
limitada como en biopsias endoscépicas o porque no se evalla todo el tumor como en el caso de la
pieza quirdrgica [31,39-41]. Ademas en un ADC con extensa formacion glandular G1 o G2 se puede
obviar la presencia de pequefas zonas con presencia de grupos de tumor pobremente diferenciado
que podrian eventualmente influenciar en la biologia del tumor y en el pronéstico del paciente.

En el 2012 el grupo Japones de Ueno y col. publican un estudio con una casuistica de 500
pacientes con CCR estadio Il o Ill donde excluyeron los ADC T1 [31]. En este estudio proponen la
cuantificacién de los grupos de tumor pobremente diferenciados (GTPD) como método alternativo
para la gradacién del tumor. Este grupo de autores definieron a los GTPD como grupos de tumor
constituidos por 5 o mas células tumorales sin formar una estructura glandular (figura 2),
subclasificando el grado del tumor acorde a la cantidad de GTPD presentes en un campo de 20X. Los
tumores fueron gradados como: G1 (<5 GTPD), G2 (5-9 GTPD) y G3 (10 o mas GTPD). Usando este
sistema de gradacién Ueno y col. [31] demostraron mayor concordancia inter-observador, ademas la
estratificacién de pacientes en relacién con la supervivencia fue mas precisa lo que hace pensar que la
agresividad biolégica del tumor parece estar mas relacionada con la formacién de mayor nimero de
GTPD que con la pérdida de formacién glandular.

Posteriormente se ha demostrado por Barresi y col. y por el grupo Japones de Ueno y col. que la
presencia de GTPD sobre todo de alto grado (G3) se asocia de manera significativa con metdastasis
ganglionares en pacientes con CCRT1 lo que ayuda a estratificar a pacientes con CCR en estadio inicial
que requieran una cirugia adicional o de lo contrario pacientes que puedan tratarse con una
estrategia de esperar y ver (wait and see) [39-44].

El grado de acuerdo inter-observador entre patdlogos en la cuantificaciéon de los GTPD es mucho
mejor cuando se compara con la concordancia en la evaluacién de las gemaciones tumorales (TB)
considerando que estos grupos se identifica mucho mejor con H/E que las TB y ademas generalmente
no requieren de la tincion adicional con CK que en ocasiones es Util para la identificacion de TB.

El grupo de Barresi y col. también ha propuesto que los GTPD también pueden cuantificarse en las
biopsias endoscépicas e incluso tienen significado predictivo de respuesta al tratamiento
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neoadyuvante en cancer de recto avanzado [41]. Para esto el grupo de Barresi y col. ajusto el punto de
corte en las biopsias endoscopicas donde aquellos casos sin GTPD fueron gradados como G1, los
tumores con 1 0 2 GTPD como G2 y G3 aquellos tumores con mas de 2 GTPD. De manera interesante,
la presencia de GTPD de alto riesgo (G3) se asocioé con peor respuesta al tratamiento neoadyuvante
[40]. Estos hallazgos hacen pensar que la estrategia (esperar y ver) no es una opcion adecuada en
aquellos pacientes con cancer de recto con tratamiento neoadyuvante y abundantes GTPD en la
biopsia basal porque eventualmente es mucho mas probable que tengan pobre respuesta al
tratamiento neoadyuvante.

A pesar de que Shivji S y col. [44] en un estudio reciente refuerza el valor indudable que tiene la
identificacién de grupos de GTPD y su asociacion con varios factores histolégicos adversos y con peor
supervivencia, desafortunadamente no se ha incorporado este sistema de gradacién en las guias y
protocolos actuales de CCR, quiza se requiera una estandarizacién adecuada del reporte de esta
variable histolégica como se ha realizado con las gemaciones tumorales, de hecho recientemente
Ueno y col. han publicado un trabajo donde utilizan como pardmetro para evaluaciéon de tumor
pobremente diferenciado el objetivo 40x cuando previamente siempre se hacia referencia al objetivo
20x [45].

A manera de resumen, el significado pronéstico de los GTPD ha sido evaluado en varios escenarios
clinicos. En CRC endoscopicamente resecados, la cuantificacion de GTPD ayuda en la identificacion de
pacientes con alto riesgo de metdstasis ganglionares lo que potencialmente ayuda en la seleccién de
pacientes que requieren una cirugia adicional para evaluar el estatus ganglionar. En CCR resecados
con estadio Il, la cuantificacién de GTPD con gradacion identifica pacientes con alto riesgo de
recurrencias los cuales pueden beneficiarse de tratamiento adyuvante. Por ultimo, en pacientes con
CCR avanzados, la identificacion de GTPD puede predecir el tiempo a la recurrencia lo que ayudaria
potencialmente a disefiar una estrategia adecuada de seguimiento postoperatorio [41-44].

Parece ser que tanto el TB como los GTPD forman parte de un espectro histoldgico como reflejo de
la transicion epitelial mesenquimal que ocurre en el frente de crecimiento invasor en los CCR por lo
que probablemente cuando este bien estandarizado el reporte de los GTPD en los informes AP pase a
formar parte de los parametros incluidos en las guias o protocolos futuros para el diagnéstico en CCR.

Figura 2. Gemaciones tumorales o TB sefialados con flecha azul y grupos de tumor pobremente
diferenciados con flecha roja.
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TUMORES MUCINOSOS DEL APENDICE CECAL: DEFINICION Y CLASIFICACION

Los tumores del apéndice cecal se desarrollan a través de lesiones precursoras neoplasicas
similares a las del intestino delgado y grueso, con biologia y vias moleculares similares. Los tumores

mucinosos apendiculares son poco frecuentes.

Se caracterizan por una proliferacion epitelial que forma material mucoide, con presencia de

mucina extracelular y unos margenes de infiltracion de tipo expansivo.

Recientemente, la OMS [1] ha clasificado los tumores mucinosos en tres grandes grupos:

e Neoplasia mucinosa apendicular de bajo grado (low grade appendiceal mucinous
neoplasm, LAMN): Descrita en 2003. Se caracteriza por la sustitucion de la mucosa
apendicular normal por una proliferacion epitelial mucinosa, vellosa, ondulada o plana. La
atipia citoldgica suele ser escasa. Normalmente desaparece el tejido linfoide apendicular. Son
lesiones con obliteracién de la mucosa en la que el epitelio neopldsico-adenomatoso
descansa sobre tejido fibroso, sin identificarse lamina propia de la mucosa residual, o bien
tumores con invasidn expansiva intramural o transmural con afectacion peritoneal, asociada
a fibrosis, hialinizacién y calcificaciones. Las LAMN pueden extenderse al peritoneo, causando
pseudomixoma peritoneal (PMP). La afectacién serosa puede ser en forma de lagos de
mucina acelular o bien lagos de mucina con presencia de tiras de epitelio displasico con poca
atipia citolégica (figura 1). Esta categoria diagnéstica incluye términos antiguos como tumor

mucinoso de significado incierto, cistadenocarcinoma mucinoso o cistadenoma mucinoso.
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e Neoplasia mucinosa apendicular de alto grado (high grade appendiceal mucinous
neoplasm HAMN): Descrita en 2016, son raras. Presenta caracteristicas histolégicas similares
a la LAMN pero que se caracterizan por tener citologia de alto grado y arquitectura
micropapilar o cribiforme. Este término se ha incluido en la 82 edicién del AJCC. [2,3] A fines
practicos, podrian incorporarse en el grupo de los adenocarcinomas infiltrantes de tipo
mucinoso, dado que, segun la quinta ediciéon de la OMS, las HAMN son raras y hay datos
limitados cuando se limitan al apéndice, pero cuando se han diseminado a la cavidad
peritoneal, es probable que se comporten como otros tumores mucinosos que se han
diseminado al peritoneo.

e Adenocarcinoma mucinoso apendicular (mucinous apendicular carcinoma (MAC)): Se
considera un subtipo de los adenocarcinomas que ocurren en el apéndice. Esta neoplasia
presenta invasion destructiva o infiltrativa caracterizada por tener depésitos de mucina con
grupos flotantes de epitelio, glandulas cribiformes o infiltrativas en mas del 50% del tumor,
con presencia de reaccion desmoplasica ademas de atipia citoldgica de alto grado y
proliferacion epitelial compleja. Si las células epiteliales malignas son células en anillo de sello
en mas del 50% se subclasifica como adenocarcinoma mucinoso con células en anillo de
sello. Suelen presentar invasion linfatica y vascular.

Estas neoplasias mucinosas se gradan en tres categorias: Las LAMN se consideran lesiones de
grado 1, los adenocarcinomas mucinosos convencionales corresponden a grado 2 y los
adenocarcinomas mucinosos con células en anillo de sello se consideran grado 3.

Algunos estudios han demostrado que los carcinomas mucinosos del apéndice tienen mejor
prondéstico que los adenocarcinomas no mucinosos y es menos probable que demuestren
diseminacion linfatica o hematdgena [4,5]. Uno de los factores prondsticos mas criticos de las
neoplasias mucinosas apendiculares es la presencia o ausencia de células epiteliales mucinosas en los
lagos de mucina extraapendicular, por lo que la presencia o ausencia de células epiteliales en la
mucina debe especificarse en el informe de anatomia patoldgica, dado que la presencia se asocia con
un mayor riesgo de recurrencia o diseminacién [6-9].

Los MAC y las HAMN suelen presentarse en estadios mas avanzados, en estadio de PMP en el
momento de la cirugia, con mayor diseminacién metastatica y menor supervivencia libre de recidiva
que las LAMN.

ALTERACIONES MOLECULARES

En cuanto a las alteraciones genéticas, los LAMN presentan mutaciones en GNAS y KRAS, y menos
frecuentemente en TP53. En los MAC se detectan mutaciones de TP53 [10,11]. Estos distintos patrones
mutacionales de LAMN y MAC apoyarian el consenso de que MAC no progresa desde LAMN. Sin
embargo, varios estudios han demostrado la presencia de areas de bajo grado en MAC y presencia de
mutaciones comunes en LAMN, HAMN y MAC [12-15]. La histogénesis comln en los tumores
mucinosos apendiculares pone en evidencia la posibilidad de progresién de LAMN a HAMN o MAC via
activacion de la via Wnt/b-catenina. No es frecuente encontrar inestabilidad de microsatélites, pérdida
de expresion de los genes reparadores ni mutacidon de BRAF en las LAMN. Las mutaciones en RNF43
parecen ser pasajeras o aparecen tarde en MAC, sin afectar en el proceso de progresién tumoral. En
los LAMN, las mutaciones en RNF43 podrian activar una via alternativa de progresion en la
carcinogénesis. Los tumores mucinosos apendiculares con mutaciones en RNF43 suelen tener menos
PMP por ser menos mucoproductores [14].
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Figura 1. A) Apéndice cecal dilatado, con presencia de material mucinoso en serosa. B) Apéndice
seccionado con contenido mucinoso (clinicamente mucocele). C) Microscépicamente LAMN, con
proliferacién epitelial mucinosa, ondulada. D) LAMN con proliferacién epitelial mucinosa vellosa. E) El
mismo tumor con formacién de grandes lagos de moco acelular en la parte superior de la imagen. F)
LAMN con moco acelular en superficie serosa (pT4a).

CAMBIOS EN EL ESTADIO TNM (VER ANEXO)
Cambios en la 82 Clasificacion de la UICC
Las HAMN y los MAC utilizan el estadiaje de los carcinomas apendiculares.

En las LAMN, el cambio mas importante es que se clasifica como pTisa las LAMN que infiltran la
capa muscular propia. En las LAMN no existen las categorias pT1 y pT2. Estos criterios de
clasificacion estan respaldados por la evidencia de que los pacientes con pTis LAMN, no desarrollan
recidivas, independientemente de si infiltran submucosa o muscular propia.

Ademas, la presencia de mucina acelular aplica a las categorias T, N, M. No se requiere la
presencia de células epiteliales en los lagos de mucina para la estadificacion T, N, M [1,16].

e pTis: Neoplasia mucinosa apendicular de bajo grado (LAMN), o bien mucina acelular o
epitelio mucinoso en submucosa y muscular propia (por lo tanto, las categorias T1 y T2 no
son aplicables a LAMN).

e pT3: LAMN con afectacion de la subserosa o mesoapéndice, ya sea mucina acelular o con
presencia de células epiteliales.

e pT4a: LAMN con afectaciéon serosa (peritoneo visceral), ya sea mucina acelular o con
presencia de células epiteliales.

Los cambios en las categorias N y M de los carcinomas del apéndice cecal son:
La categoria N1 se subdivide en:

e N1a: metastasis en 1 ganglio linfatico regional.

e N1b: metdstasis en 2-3 ganglios linfaticos regionales.

e Nic: presencia de depdsitos tumorales o nédulos satélites, en la subserosa, en la grasa no
peritonealizada o el tejido blando perirectal, sin metastasis a los ganglios linfaticos
regionales.
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La categoria M se divide en:

e M1a: presencia de mucina acelular intraperitoneal.
e M1b: presencia de mucina celular intraperitoneal.
e M1c: metastasis extraperitoneal.

Otras consideraciones:

e La proliferacion adenomatosa con una lamina propia intacta se considera un adenoma
apendicular

e El adenocarcinoma de células caliciformes del apéndice se ha renombrado recientemente
(anteriormente llamado carcinoide / carcinoma de células caliciformes) es un excelente
ejemplo de un tumor cuyo potencial biolégico y caracteristicas histoldgicas se han descrito
mejor, lo que da como resultado mejoras en el abordaje patoldgico de estos tumores.

DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO DEL CANCER DE APENDICE CECAL [16]

El diagnéstico patoldgico del cancer de apéndice cecal, asi como a las neoplasias mucinosas
apendiculares de grado bajo (LAMN) (o alto grado), se realiza de forma protocolizada vy
homogenizada, basado en las guias de diagnéstico de cancer del Colegio Americano de Patélogos
(CAP), y se actualiza periédicamente. Incluye el estadio patolégico y las determinaciones moleculares
recomendadas.

Se adjunta un modelo estandar con las recomendaciones de protocolo diagnéstico del CAP.

APENDICE. TUMOR (APENDICECTOMIA / APENDICECTOMIA CON HEMICOLECTOMIA DERECHA /
CEQUECTOMIA):

e LOCALIZACION:

. Mitad proximal con la base apendicular afecta /no afecta / no evaluable
. Mitad distal apendicular
. Afectacion difusa

e TAMANO _ CM (dimensiones adicionales __ x __ cm)

e TIPO HISTOLOGICO: Adenocarcinoma / Adenocarcinoma mucinoso / Neoplasia mucinosa
apendicular de bajo grado / Neoplasia mucinosa apendicular de alto grado / Carcinoma de
células en anillo de sello / Adenocarcinoma de células caliciformes / Carcinoma
neuroendocrino de células grandes / Carcinoma neuroendocrino de células pequefas /
Neoplasia neuroendocrina-no neuroendocrina mixta (carcinoma adenoneuroendocrino
mixto) / Carcinoma medular / Carcinoma adenoescamoso / Carcinoma indiferenciado / Otro
tipo histoldgico (especificar) / Carcinoma, tipo no determinable (especificar)

e  GRADO HISTOLOGICO (G1: BIEN DIFERENCIADO; G2: MODERADAMENTE DIFERENCIADO; G3:
POBREMENTE DIFERENCIADO)

e EL TUMOR INFILTRA LA LAMINA PROPIA O MUSCULARIS MUCOSA / SUBMUCOSA, MUSCULAR
PROPIA / TUMOR O MUCINA ACELULAR EN SUBSEROSA O MESOAPENDICE / TUMOR O
MUCINA ACELULAR EN PERITONEO VISCERAL (SEROSA) / INFILTRACION DEL TUMOR A
ORGANOS ADYACENTES O ESTRUCTURES (especificar) / NO PUEDE DETERMINARSE

e MARGENES DE RESECCION PROXIMAL Y MESENTERICO (OTROS MARGENES SEGUN TIPO
CIRUGIA): NEGATIVO / POSITIVO / CON DISPLASIA DE ALTO GRADO (especificar si hay
presencia de mucina acelular, LAMN, HAMN, carcinoma)

e AUSENCIA / PRESENCIA DE INVASION VASCULAR ANGIOLINFATICA

e AUSENCIA / PRESENCIA DE INVASION PERINEURAL
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e DEPOSITOS TUMORALES: No identificados / Presentes (especificar el nimero de depésitos)

e SIN EVIDENCIA DE NEOPLASIA EN XX/XX GANGLIOS LINFATICOS REGIONALES / METASTASIS
A XX/XX GANGLIOS LINFATICOS REGIONALES

e ESTADIO pT_N_ (TNM 82 Ed. 2017): ver ANEXO CLASIFICACION PATOLOGICA ESTADIO pTNM,
AJCC 82 Edicion. Deben especificarse los estadios L, V y PN (invasién linfatica, vascular y
perineural).

e HALLAZGOS PATOLOGICOS ADICIONALES (Apendicitis aguda, Perforacién, Colitis Ulcerosa,
Enfermedad de Crohn, Diverticulosis, etc.)

Asimismo, en todos los carcinomas apendiculares se realizara la determinacion de
inestabilidad de microsatélites, bien por estudio inmunohistoquimico, bien por PCR/Idylla u otros
medios disponibles. El informe modelo seria como este:

ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO DE LAS PROTEINAS DE LOS GENES REPARADORES DEL ADN:

TECNICA: Estudio realizado sobre tejido fijado en formol e incluido en parafina. Anticuerpo
monoclonal. Deteccién mediante polimero-DAB.

RESULTADO:

Expresion de MLH-1 en el carcinoma apendicular: POSITIVIDAD/NEGATIVIDAD NUCLEAR
(NORMAL/ANORMAL) /NO SE PUEDE DETERMINAR (explicar).

Expresién de MSH-2 en el carcinoma apendicular: POSITIVIDAD/NEGATIVIDAD NUCLEAR
(NORMAL/ANORMAL) / NO SE PUEDE DETERMINAR (explicar).

Expresion de MSH-6 en el carcinoma apendicular: POSITIVIDAD/NEGATIVIDAD NUCLEAR
(NORMAL/ANORMAL) / NO SE PUEDE DETERMINAR (explicar).

Expresion de PMS-2 en el carcinoma apendicular: POSITIVIDAD/NEGATIVIDAD NUCLEAR
(NORMAL/ANORMAL) / NO SE PUEDE DETERMINAR (explicar).

Celularidad no neoplasica de fondo / control interno con expresion nuclear intacta

En caso de negatividad para MSH2, se realizara determinacién inmunohistoquimica para
EPCAM [17].

ANEXO: CLASIFICACION PATOLOGICA ESTADIO PTNM, AJCC 82 EDICION

La clasificacion de estadios patolégicos (pTNM, AJCC 82 edicidn) se basa en la pT, pN y pM, aunque
en el informe patoldgico se basa en la informacion disponible para el patélogo en ese momento. La
asignacion por Grupos de Estadio Prondstico Patoldgico es responsabilidad del médico a cargo del
paciente y no del patélogo.

Prefijos TNM (requerido solo si corresponde)

e m (multiples tumores primarios)
e r(recidiva)
e y(postratamiento)
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Tumor primario (pT)

pTX: El tumor primario no se puede evaluar.
pTO: Sin evidencia de tumor primario.
pTis: Carcinoma in situ, carcinoma intramucoso (infiltracion de la lamina propia sin
sobrepasar la muscularis mucosae; puede infiltrar focalmente la muscularis mucosae).
pTis en neoplasia mucinosa apendicular de bajo grado (LAMN): Mucina acelular o el epitelio
mucinoso invade hasta la muscularis propria (no son aplicables pT1 ni pT2).
pT1: El tumor invade la submucosa (a través de la muscularis mucosa pero no alcanza la
muscular propia).
pT2: El tumor invade la muscular propia.
pT3: el tumor invade el mesoapéndice.
pT4: El tumor invade:
. pT4a: El peritoneo visceral (incluye la perforacion del tumor y la invasién continua del
tumor a través de areas de inflamacién a la superficie del peritoneo visceral).
« pT4b:Invade o se adhiere a 6rganos o estructures adyacentes.

pT en neoplasia mucinosa apendicular de bajo grado (LAMN):

pTis: La mucina acelular o el epitelio mucinoso invade hasta la muscularis propria (no son
aplicables pT1 ni pT2).

pT3: La mucina acelular o el epitelio mucinoso que se extiende al mesoapéndice.

pT4a: La mucina acelular o el epitelio mucinoso que se extiende a la serosa.

Ganglios linfaticos regionales (pN)

pNX: No se pueden evaluar los ganglios linfaticos regionales.

pNO: Ausencia de metastasis en los ganglios linfaticos regionales.

pN1: Metastasis en uno a tres ganglios linfaticos regionales (tumor en ganglios linfaticos que
mide =0,2 mm), o presencia de depdsitos tumorales con ganglios negativos.

. pN1a: Metastasis a un ganglio linfatico regional.

. pN1b: Metastasis a dos o tres ganglios linfaticos regionales.

«  pN1c: No hay ganglios linfaticos regionales positivos, pero hay depdsitos tumorales en la
subserosa, mesenterio o tejidos pericélicos no peritonealizados o perirrectales /
mesorrectales.

pN2: Metdstasis a cuatro o mas ganglios linfaticos regionales.

Metastasis a distancia (pM) (requerida solo si se confirma patolégicamente)

PM1: Metastasis a uno o mas sitios u érganos distantes o metastasis peritoneal.

pM1a: Mucina acelular intraperitoneal, sin células tumorales identificables los depésitos
mucinosos peritoneales diseminados (Para muestras que contienen mucina acelular sin
células tumorales identificables, se deben hacer esfuerzos para obtener tejido para un
examen histolégico completo para evaluar la presencia de celularidad).

pM1b: Metastasis intraperitoneal solamente, incluidos los depdsitos mucinosos peritoneales
que contienen células tumorales.

pM1c: Metastasis a sitios distintos al peritoneo (especificar el sitio(s), si se conoce).
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En este capitulo se pretende repasar la clasificacidn histoldgica del cancer gastrico y hacer hincapié
en los sindromes hereditarios asociados a esta neoplasia.

Los tumores gastricos, segun la definicion de la AJCC, corresponden a todos aquellos cuyo
epicentro se encuentra a mas de 2 cm de la unién gastroesofagica. Aquellos que se encuentren a una
distancia igual o inferior a 2 cm de la misma, deben ser considerados y clasificados segun las guias de
cancer esofagico.

El cdncer géstrico (CG) ocupa el quinto lugar en incidencia y es tercer cAncer en mortalidad en todo
el mundo, con una tasa de supervivencia global a 5 afos < 25%. Los diferentes subtipos histolégicos
se reconocen por distintas caracteristicas morfolégicas, moleculares, etiolégicas, clinicas y
epidemioldgicas. Por ello, el CG se considera una enfermedad heterogénea.

En los ultimos afos, la incidencia del CG se ha modificado: los tumores de localizacién no-cardial (o
distales), relacionados con la infeccidn por H. pylori, estan disminuyendo, mientras que la incidencia
de tumores cardiales (o proximales) se encuentra en aumento.

ETIOLOGIA

En la actualidad, se considera que la mayoria de los canceres gastricos esporadicos se deben a una
inflamacién crénica mantenida en el tiempo, con continua reparacion epitelial y su etiologia es
caracteristicamente ambiental, generalmente relacionada con la infeccién por H. pylori. La infeccién
crénica por H. pylori se reconoce como la principal causa de CG no cardial (distal) (HR: 5.9 en 10 anos
de infeccion).

Si bien la mayoria de los GC son esporadicos, en el 10% de los casos se ha demostrado agregacién
familiar. 1-3% de todos los cénceres géstricos estan asociados con sindromes hereditarios de
predisposicién genética al cdncer como poliposis adenomatosa familiar (mutacién APC), CG difuso
hereditario (mutaciones CDH1 / pérdida de heterozigosidad), adenocarcinoma gastrico y poliposis
proximal géstrica (GAPPS) y CG intestinal familiar.

Las lesiones precursoras de CG son la metaplasia intestinal (MI) y la atrofia gastrica. Los pacientes
con MI géstrica pueden tener un riesgo hasta 10 veces mayor de CG que la poblacién general. Si se
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dispone de las técnicas especiales necesarias para determinar el subtipo de Ml (segun la clasificacion
de OLGIM) se recomienda que éste se indique en el informe de anatomia patoldgica, ya que la Mi
intestinal incompleta tiene mayor riesgo de progresion a CG, especialmente en pacientes con
antecedentes familiares de CG.

La displasia gastrica estd relacionada con un mayor riesgo de CG (el 6% de los pacientes con
displasia de alto grado progresa a cancer en 5 afos) y con mayor posibilidad de CG sincrénico.

El 5-10% de los CG estan asociados con la infeccion por el virus de Epstein-Barr (VEB),
especialmente en tumores localizados en cardias y fundus.

El tabaquismo se asocia con un mayor riesgo de CG proximal (HR 2,86) y distal (HR 2,04). Otros
factores de riesgo propuestos son la dieta (sal, carnes en conserva, café), bajo nivel socioeconémico,
obesidad (el indice de masa corporal superior a 25 kg/m se asocia a un incremento de riesgo de 1,13
de desarrollar CG), anemia perniciosa (riesgo de CG 6,9%), cirugia gastrica previa, raza/etnia (mayor
riesgo en asiaticos y afroamericanos) y grupo sanguineo A, entre otros. El consumo excesivo de
alcohol se ha sefalado como un factor de riesgo de CG, sin embargo, la informacién disponible en
este sentido, es contradictoria.

DIAGNOSTICO ENDOSCOPICO

El diagnostico se realiza de forma rutinaria en la biopsia endoscopica. En el caso de una ulcera
gastrica maligna, se deben realizar al menos 7 biopsias de los bordes de la Ulcera y la base. La
obtencion de biopsias representativas de casos con patron de linitis plastica puede ser dificil porque
esta condicidn se asocia con infiltracién de la submucosa y/o muscularis propia del estémago, lo que
reduce el rendimiento de las biopsias de la mucosa.

Segun la clasificacién de Paris, el CG superficial o «early gastric cancer» se clasifica como «0»:

e  0-l: Polipoide: pedunculado (0-Ip) o sésil (0-Is).
e  0-ll: No-polipoide: superficial elevado (0-lla), plano (0-lIb) o superficial deprimido (0-lIc).
e  0-lll: No-polipoide: excavado (ulcerado).

Las lesiones tipo 0-1 y 0-lll presenta frecuentemente infiltracion submucosa, por lo que la reseccién
endoscopica no es el tratamiento ideal en estos pacientes.

En ausencia de enfermedad metastasica, la ecografia endoscopica con o sin PAAF esta indicada
para la estadificacion local-regional: para determinar el grado de invasion de la pared (pT1-2, pT3-4) y
para evaluar los ganglios linfaticos regionales (pN).

Se recomienda la laparoscopia con o sin lavados peritoneales para detectar células malignas en
todos los casos de CG en estadio clinico IB-lll potencialmente resecables, para excluir enfermedad
metastdsica oculta radiolégicamente. Se dispone del protocolo recomendado en la Edicién del 2017
del Libro Blanco de la SEAP. En caso de demostrar enfermedad metastdsica macroscopica o
microscopica (en la citologia) el estadio clinico y patolégico serd IV.

HALLAZGOS MACROSCOPICOS

Por lo general, el CG se presenta como una masa ulcerada. En otros casos, la forma de presentacién
puede ser una ulcera gastrica que no cicatriza.

El CG difuso se caracteriza por un patrén de crecimiento infiltrativo conocido como «linitis
plastica». En estos casos, las células neopldsicas penetran profundamente en la pared gastrica
evocando una intensa reaccién desmoplasica y provocando un aplanamiento difuso de pliegues
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gastricos y una pared rigida engrosada. El término «linitis plastica» solo debe usarse para la
descripcion de las caracteristicas macroscépicas del tumor.

CLASIFICACION HISTOPATOLOGICA

El sistema de clasificacion histolégica recomendado corresponde al definido por la OMS, aunque
una de las mas utilizadas hasta ahora ha sido la clasificacion de Lauren. Sin embargo, por un lado,
existe una mayor complejidad en la clasificacién de las neoplasias mediante el sistema recomendado
de la OMS y una menor experiencia utilizando esta clasificacion histologica y, por otro lado, la
clasificacion de Lauren sigue siendo vigente y ampliamente utilizada, por lo que se recomienda que
siga constando en el informe diagndstico de anatomia patoldgica. De esta forma obtenemos
informacion sobre la equivalencia entre los dos sistemas de clasificacion y no perdemos datos
epidemioldgicos en este momento de transicion entre las nomenclaturas.

Clasificacion de la OMS

Comprende una clasificacién mas detallada basada en la morfologia y en algunos casos, en el perfil
de expresion de los tumores.

e Adenocarcinoma tubular

e Carcinoma pobremente cohesivo con fenotipo de células en anillo de sello.
e Carcinoma pobremente cohesivo, NOS.

e Adenocarcinoma mixto

e Adenocarcinoma papilar

e Adenocarcinoma micropapilar

e Adenocarcinoma mucinoso

e Adenocarcinoma hepatoide

e (Carcinoma adenoescamoso

e Carcinoma de células escamosas

e Carcinoma indiferenciado

e Carcinoma con estroma linfoide

e Adenocarcinoma con diferenciacion enteroblastica
e Adenocarcinoma de tipo glandula fundica

Clasificacion de Lauren

e Tipo difuso:

. Cohesidn entre las células neoplasicas escasa o ausente.

. Compuesto por pequeios grupos o filas de células dispersas. No suelen formar
glandulas, aunque pueden presentar un escaso componente de estructuras tubulares
mal definidas.

. Las células neoplasicas suelen mostrar morfologia atipica con contornos nucleares
irregulares y citoplasma eosindfilo en cantidad variable.

. Enalgunos casos existe un componente variable de células que presentan morfologia en
«anillo de sello».

. La definicion de las células en anillo de sello es exclusivamente morfoldgica: son células
que muestran un nucleo maligno hipercroméatico excéntrico y amplia mucina
citoplasmatica que parece épticamente clara/vacia en la tincién HE.
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Tipo intestinal:

. Compuesto por estructuras tubulares o glandulares similares al adenocarcinoma de
intestino grueso.

. Las células neoplasicas suelen contener vacuolas de mucina apicales.

« Suelen crecer formando frentes cohesivos y suelen presentar un crecimiento exofitico
macroscopicamente.

Tipo mixto
Tipo indiferenciado

Las principales diferencias y similitudes entre ambas clasificaciones son:

El subtipo intestinal de Lauren se corresponde con las categorias papilar y tubular bien y
moderadamente diferenciadas de la clasificacion de la OMS.

El subtipo difuso de Lauren se corresponde con la categoria pobremente cohesiva de la
clasificacion de la OMS.

La clasificacion de la OMS separa el carcinoma pobremente cohesivo en dos categorias:

. Carcinoma pobremente cohesivo con fenotipo de células en anillo de sello: comprende
tumores compuestos de forma exclusiva o predominante por células con morfologia en
anillo de sello.

. Carcinoma pobremente cohesivo sin tipo especial o not otherwise specified (NOS):
comprende aquellos casos compuestos por células de aspecto variable, que en algunos
casos pueden parecer histiocitos o linfocitos, y en otros pueden mostrar marcado
pleomorfismo, con células de aspecto bizarro. Puede haber un componente minoritario
de células en anillo de sello.

. Cabe remarcar que existe un reciente Consenso Internacional que sugieren que se utilice
el término pobremente cohesivo de células anillo de sello cuando mas del 90% de la
neoplasia presenta esta morfologia ya que estos casos parecen estar relacionados con
mejor prondstico. Este criterio aun no esta reflejado en la actual clasificacion de la OMS.

Ambas clasificaciones reconocen un subtipo mixto, generalmente compuesto por casos con
componente intestinal/tubular o papilar y difuso/pobremente cohesivo. Actualmente, no
existe un limite con respecto al porcentaje de cada componente para que un tumor se
clasifique como adenocarcinoma mixto.

La mayoria de los casos indiferenciados en la clasificacion de Lauren comprenden casos
clasificados como adenocarcinomas tubulares pobremente diferenciados segun la
clasificacion de la OMS.

La clasificacion de la OMS incluye una serie de variantes menos frecuentes como
micropapilar, hepatoide, rico en estroma linfoide, entre otras, que no estan definidas en la
clasificacion de Lauren, la mayor parte de las cuales se consideran como indiferenciadas
dentro de dicha clasificacion.

A modo informativo remarcar que existe una clasificacion adicional relacionada parcialmente con
las previas, la denominada «Clasificacién de Lauren modificada» que establece subtipos basados en la
histologia, en la ubicacién del tumor y en su asociaciéon con atrofia preexistente en la mucosa
circundante. Esta clasificacion parece mejorar el valor clinico predictivo de la clasificacién histolédgica.
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FACTORES PRONOSTICOS

El factor prondstico mas importante en CG es el estadio clinico. La tasa de supervivencia a 5 afos
del CG superficial puede superar el 95%. En los pacientes sometidos a cirugia curativa, la tasa de
supervivencia a 5 anos se encuentra entre 20 y 40%, mientras que en los pacientes no operados
(estadios avanzados) disminuye al 3-5%.

La inestabilidad de microsatélites (IMS) y la positividad para VEB se asocian a mejor pronéstico. La
presencia de VEB y la IMS son mutuamente excluyentes.

La relevancia pronostica de la clasificacion histopatoldogica del CG sigue siendo controvertida,
probablemente por la alta heterogeneidad, la falta de estandarizacion o la baja reproducibilidad de
los criterios histopatoldgicos. La clasificacion de Lauren modificada parece mejorar el valor pronéstico.

SINDROMES HEREDITARIOS DE PREDISPOSICION AL CANCER GASTRICO
Cancer gastrico difuso hereditario (Hereditary diffuse gastric cancer, HDGC)

El HDGC es un sindrome hereditario, autosémica dominante caracterizado por una alta prevalencia
de CG difuso segun la clasificacién de Lauren y carcinoma lobulillar de mama. Se estima que esta
condicién afecta 5 a 10 de cada 100 000 nacidos vivos en el mundo. Esta enfermedad esta causada por
mutaciones inactivadoras, y en menor medida deleciones, del gen de la E-cadherina (CDH1) o en el
gen catenina-alfa (CTNNA1) detectables en el 14%-40% de las familias. Actualmente se estd
estudiando el papel de las alteraciones germinales en los genes de recombinaciéon homéloga del DNA
como una causa potencial de HDGC en los individuos sin mutaciéon de CDH1 o CTNNAT1.

Se recomienda el estudio germinal de CDH1 en pacientes que cumplan los siguientes criterios
clinicos:

e (Criterios familiares (en todos los casos debe tratarse de familiares de primer o segundo
grado):

. Dos o mas familiares con CG independientemente de la edad del diagnéstico, uno de
ellos al menos de tipo histolégico difuso.

« Un caso o mas de familiares con CG de tipo difuso diagnosticado a cualquier edad, o de
cancer lobulillar de mama diagnosticado antes de los 70 afios en diferentes miembros
de la familia.

. Dos o mas casos de cancer lobulillar de mama diagnosticados antes de los 50 afios en
dos miembros de una misma familia.

e (Criterios individuales:

« CGdifuso en individuos menores de 50 afios

. CGdifuso en cualquier edad en individuos pertenecientes a la etnia maori.

. CG difuso en individuos de cualquier edad con historia personal, o familiares de primer
grado, con labio hendido o paladar hendido.

. Historia de CG difuso y carcinoma lobulillar de mama, ambos diagnosticados antes de
los 70 afos de edad.

« Carcinoma lobulillar de mama bilateral diagnosticado antes de los 70 afios de edad.

. CGdifuso con células en anillo de sello in situ o pagetoide en individuos de menos de 50
anos de edad.

En todos los casos el tipo histoldgico debe estar confirmado. Cuando el estudio germinal de CDH1
es negativo, se debe considerar estudiar CTNNAT.
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Utilizando estos criterios de seleccién, se estima que el riesgo acumulado de desarrollo de cancer
gastrico es de alrededor de 42% en hombres y 33% en mujeres. El riesgo de carcinoma lobulillar de
mama varia entre 39 y 55% segun la serie consultada.

De forma similar al CG difuso esporadico, el HDGC avanzado suele presentarse
macroscopicamente con patrén de linitis plastica. En el estudio histopatolégico, las células atipicas
son poco cohesivas e infiltran la pared gastrica con patréon de crecimiento infiltrativo y difuso
formando nidos, cordones, estructuras microglandulares y pequenos lagos de mucina. En estos casos
suele haber un componente variable de células en anillo de sello.

En los pacientes portadores de alteraciones en el gen CDH1, pertenecientes a familias con
diagnéstico de HDGC, se debe aconsejar sobre el beneficio de la realizacion de la gastrectomia
profilactica, independientemente de la ausencia de lesiones en el estudio endoscopico. Siempre que
sea posible esta cirugia se debe realizar en adultos entre los 20-30 afios de edad.

El estudio de las piezas de gastrectomia profilactica debe realizarse siguiendo los protocolos
especificos para ello. A modo resumen, el gold standard para el correcto estudio de estas piezas
incluye una evaluacién macroscopica detallada con mapeo de la mucosa e inclusiéon total de la pared
gastrica. El nimero de bloques derivados de este tipo de piezas suele oscilar entre 120-270, a los que
hay que sumar la recomendacidn de realizar tres secciones histolégicas para tincion HE de cada uno
de los bloques, lo que genera un significativo incremento de la carga laboral, muchas veces
incompatible con la rutina de trabajo en los laboratorios de anatomia patolégica. Por este motivo, se
acepta en casos excepcionales una modificacién del protocolo en funcidn de los recursos disponibles,
siempre teniendo en cuenta que, en el caso de no encontrar lesiones, serd necesario volver a la pieza
quirdrgica y ampliar la toma de muestras (ver Van der Post RS, y col.).

El despistaje de cancer de mama en pacientes con HDGC debe iniciarse a los 30 afios de edad. Se
aconseja la realizacién de un estudio de resonancia magnética mamaria anual hasta los 50 afios de
edad o mas, en funcion de cada caso.

Sindrome de adenocarcinoma gastrico y poliposis proximal gastrica (Gastric adenocarcinoma
and proximal polyposis of the stomach, GAPPS)

GAPPS es un sindrome hereditario de predisposicion a cancer gastrico descrito por primera vez en
2012. Las tres caracteristicas claves de esta entidad son la presencia de multiples pdlipos glandulares
de tipo fundico, algunos de ellos hiperplasicos y otros adenomatosos, el desarrollo de
adenocarcinomas de tipo intestinal segun la clasificacion de Lauren gastrico y el patrén hereditario
autosémico dominante.

Los pdlipos de glandulas fundicas esporadicos son el tipo mds comun, y representan
aproximadamente el 70% de todos los pdlipos gastricos en muestras endoscépicas. Sin embargo, los
polipos de glandulas fundicas en el contexto del GAPPS pueden progresar a displasia y
adenocarcinoma. Por este motivo, es importante para el clinico distinguir ambos tipos de pdlipos, y
separar a los pacientes que ameritan una historia y un estudio genético detallado, de aquellos con una
patologia banal, que no necesitan someterse a estudios adicionales.

En la publicacion inicial de la descripcion de la entidad, Worthley y col., recomiendan una serie de
criterios clinicos para el diagnéstico de esta entidad:

e Presencia de pdlipos gastricos restringidos a la zona del cuerpo y fundus géstrico, sin
evidencia de pdlipos colorrectales o duodenales

e Mas de 100 polipos en estdbmago proximal o mas de 30 pdlipos en familiares de primer grado
de otro paciente con criterios de GAPPS

e Histologia de pdlipos de glandulas fundicas, algunos de ellos con zonas de displasia (o
miembros de la familia con pdlipos de glandulas findicas displasicos o con adenocarcinoma)
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e Patrén de herencia autosémico dominante.

En el afo 2016, se demuestra por primera vez la alteracion genética causal de la enfermedad, una
mutacién puntual en el promotor 1B del gen APC. Alteraciones similares se han descrito en raros casos
de poliposis adenomatosa familiar (familial adenomatous polyposis, FAP). Este es uno de los motivos
por los que merece especial atencion el diagnéstico diferencial con la FAP atenuada que, a diferencia
del GAPPS donde no hay pdélipos intestinales, se caracteriza por la presencia de cientos o miles de
polipos adenomatosos en colon y recto, con el casi inevitable desarrollo de cancer colorrectal.

Cancer gastrico intestinal familiar (familial intestinal gastric cancer, FIGC).

Es una condicién hereditaria, de caracter autosémico dominante que causa una importante
predisposicion al desarrollo de CG de tipo intestinal segun la clasificacion de Lauren, no asociado a
poliposis. De acuerdo con lo estipulado en el «International Gastric Cancer Linkage Consortium» de
1999, los criterios para el diagnéstico de esta entidad varian en funcién de la incidencia del CG. En
zonas con alta incidencia de CG los criterios son analogos a los criterios de Amsterdam para el
Sindrome de céncer colorrectal hereditario no polipésico:

e Al menos tres familiares con CG intestinal, uno de ellos familiar de primer grado de los otros
dos

¢ Al menos dos generaciones sucesivas afectas

e Unode los individuos afectos debe haber sido diagnosticado antes de los 50 afos.

En paises con una baja incidencia de cancer gastrico, los criterios son los siguientes:

e Al menos dos familiares de primer grado con CG intestinal, o

e Dos familiares de segundo grado con CG intestinal, uno de ellos diagnosticado con menos de
50 anos, o

e Tres o mas familiares con diagnéstico de CG intestinal a cualquier edad.

El FIGC continta siendo una entidad de dificil reconocimiento en la practica diaria, especialmente
porque hasta el momento no existe una asociaciéon clara con ninguna alteracién genética que
explique el desarrollo de la enfermedad. En una de las series mas amplias de FIGC descritas en la
literatura, Carvalho y col. realizan un amplio estudio genédmico donde comparan pacientes con CG
intestinal esporadico con aquellos con criterios clinicos de FIGC, negativos para CDH1 y para el
promotor 1B del gen APC. Uno de los hallazgos mas destacables de este estudio, fue la deteccién de
variantes comunes de TP53 en linea germinal en mas del 50% de los pacientes con FIGC, a diferencia
de lo que ocurre en pacientes con CG intestinal esporadico donde solo 11% presentaron dichas
variantes. Los autores concluyen que FIGC es una entidad poligénica y describen alteraciones
germinales y somaticas en un cluster de genes frecuentemente afectos en FIGC y que lo distinguen de
su contraparte esporadica: TP53, BRCA2, ATM, FOXF1, FHIT, SDHB, MSH6, CTNNAT y PXN. En este
estudio, el CG esporadico se asocio significativamente a alteraciones somaticas en un grupo distinto
de genes: BRCA2, ATM, FOXF1, SDHB, MSH6, CTNNA1 y PXN.
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INTRODUCCION

La Sociedad Espanola de Citologia recomienda utilizar nomenclatura estandar en la elaboracién de
los informes citoldgicos diagnédsticos principalmente para facilitar la comunicacion con los clinicos,
radiélogos y cirujanos, u otros profesionales como por ejemplo epidemidlogos o investigadores
basicos. Por ello, consideramos adecuado utilizar la terminologia de Bethesda para PAAF de tiroides,
con categorias bien definidas, que permite una mejor reproducibilidad entre citopatélogos.

Existen sistemas de nomenclatura elaborados por grupos de expertos en distintas areas del
diagnéstico citoldgico, en distintas especialidades (Sistema Bethesda en citologia cervicovaginal,
Sistema Milan en glandula salival, Sistema Paris en citologia orina), que se han elaborado con el mismo
objetivo de estandarizar los resultados citoldgicos aprobadas por las distintas sociedades cientificas y
que ademas van siendo sometidas a actualizaciones periddicas en funcidon del avance de los
conocimientos cientificos.

En este capitulo del libro blanco nos basamos en la segunda edicién del Sistema Bethesda (2017)
que ofrece una terminologia estandarizada en citologia, permitiendo una mejora tanto en el
diagnéstico como en el manejo terapéutico multidisciplinar del nédulo tiroideo. En general las
distintas clasificaciones y sistemas de nomenclatura recomiendan unos términos claros y con utilidad
clinica, pero la mayoria estan escritos en inglés y las traducciones o adaptaciones no siempre son del
todo correctas. Hay que recalcar que no es objetivo de este texto el reproducir o substituir el texto
original publicado, mucho mas completo y con descripcion de las caracteristicas microscépicas de las
distintas categorias diagnésticas [1,2,3,4].

La puncion-aspiracion con aguja fina (PAAF) de los nddulos tiroideos ha permitido limitar el
numero de intervenciones quirdrgicas en pacientes con nédulos benignos y ha aumentado
significativamente la tasa de diagnésticos de malignidad en los pacientes operados, lo que significa
una disminucién de operaciones evitables. Anteriormente a que la PAAF tiroidea se utilizara como
prueba de rutina, el porcentaje de nédulos tiroideos extirpados quirdrgicamente que en el estudio
histolédgico se confirmaban como malignos era del 14%, mientras que actualmente es de
aproximadamente el 30%. En la ultima guia de la Sociedad Americana de tiroides (ATA2015), la
realizacién de PAAF en el manejo del nédulo tiroideo es considerada una recomendacién fuerte [5].

A modo de breve historia, desde la introduccién de la PAAF de tiroides a lo largo del tiempo se
fueron desarrollando distintos términos citoldgicos y estilos de informes, que generalmente permitian
la comunicacion entre profesionales del mismo centro pero que eran poco transferibles a otros
equipos. En octubre del ano 2007 el Instituto Nacional del Cancer de los EEUU (NCI) organizé la
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«Conferencia sobre el estado de la ciencia sobre aspiracion con aguja fina tiroidea del NCl», en
Bethesda. Alli se reunieron expertos en PAAF de tiroides (A. Abati, E. Cibas, MD y S. Mandel y ZW.
Baloch) que iniciaron el proceso de revisién de articulos publicados en inglés sobre el tema desde
1995. Se disefio una web y se empezd a preparar la conferencia, donde se present6 el primer borrador,
en la que participaron 154 profesionales (patélogos, endocrinélogos, radiélogos, cirujanos), siguiendo
como modelo la reunién de Bethesda donde se establecié la terminologia de citologia cervical en
1988. El nuevo sistema para informar citologias por PAAF de tiroides establecié una clasificacion en 6
categorias diagndsticas como se detallard mas adelante, con unos riesgos de malignidad asociados y
unas recomendaciones de seguimiento o terapéuticas. Posteriormente, se elaboré un atlas que
coordind el Prof. Syed Ali con un gran nimero de participantes que ayudé a entender y difundir el uso
de dicha nomenclatura, con el resultado de una gran aceptacién internacional [1].

En la revision del afo 2017, tras la introduccion de la clasificacién en la mayoria de laboratorios de
citologia, se consider6 que las 6 categorias diagndsticas eran una herramienta atil y pudo
«actualizarse» el riesgo de malignidad por categoria gracias a las experiencias clinicas recogidas en la
literatura desde el afio 2010. Por otra parte, la aparicion de una nueva entidad histolégica (NIFTP,
Neoplasia folicular no invasiva con caracteristicas nucleares de carcinoma papilar), asi como la
posibilidad de utilizar pruebas moleculares en citologia, también han tenido impacto en el
diagnéstico citolégico y en la clasificacion, tal como se explicara. Esta ultima revision la realizé un
grupo de expertos (16 citopatélogos y un endocrinélogo) y se presentd en un simposio moderado por
los Dres. S. Ali y P. Vielh en el Congreso de la Academia Internacional de Citologia de Yokohama
(Japon) en mayo del 2016 antes de su publicacién [2,3,4,5,6,7,8].

CATEGORIAS DE BETHESDA PARA INFORMAR CITOLOGIAS DE TIROIDES OBTENIDAS POR
PUNCION-ASPIRACION CON AGUJA FINA (2017)

El sistema de clasificaciéon de resultados para informar citologias de tiroides se basa en seis
Categorias Diagnosticas Generales, cada una de ellas con un determinado riesgo de malignidad (RM)
asociado. El objetivo principal de la Categoria Diagnostica General es dar un mensaje claro que
conlleve una actuacidon clinica bien definida, en funcién del riesgo de malignidad y que
principalmente se resume en: operar (lobectomia/tiroidectomia), seguimiento o repeticién de la
prueba. Ademas de la Categoria General, el informe deberia incorporar una subcategoria diagnéstica
que defina mejor los hallazgos citolégicos y concrete mejor el diagndstico mas probable de cada
paciente. Se recomienda no utilizar unicamente el nimero de la categoria, ya que lo mas
importante es el concepto (no diagnédstico, benigno, indeterminado, sospechoso de malignidad,
maligno) y ademds conlleva riesgo de error en la interpretacion [3, 41.
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Categorias diagnésticas generales del Sistema Bethesda (2017)

Categoria I: Muestra no diagnéstica o insatisfactoria

Contenido de quiste

Muestra acelular o con celularidad escasa (insuficiente)

Otras causas (material hematico, etc.)
Riesgo de malignidad: 5-10%

Categoria ll: Citologia benigna

Compatible con nédulo folicular benigno (nédulo coloide, nédulo hiperplésico)
Compatible con tiroiditis linfocitica (Hashimoto si clinica compatible)
Compatible con tiroiditis subaguda (granulomatosa)

Otras entidades
Riesgo de malignidad: 0-3%

Categoria lll: Atipia de significado indeterminado o lesién folicular de significado indeterminado

Categoria IV: Neoplasia folicular o Sugestivo de neoplasia folicular

Se consideran sindbnimos y se aconseja utilizar s6lo uno de los términos en cada laboratorio.

Riesgo de malignidad: 6-18%

Especificar si se trata de células de Hiirthle (oncociticas)

Riesgo de malignidad: 10-40%

Categoria V: Sospechoso de malignidad

Sospechoso de carcinoma papilar
Sospechoso de carcinoma medular
Sospechoso de metastasis
Sospechoso de linfoma

Otros

Riesgo de malignidad: 45-60%

Categoria VI: Maligno

Carcinoma papilar

Carcinoma poco diferenciado

Carcinoma medular

Carcinoma indiferenciado (anaplasico)
Carcinoma escamoso

Carcinoma de caracteristicas mixtas (especificar)
Metastasis

Linfoma

Otros

Riesgo de malignidad: 97-99%
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Categoria I: Muestra no diagnéstica o insatisfactoria

Lo primero a evaluar es siempre la calidad de la muestra y en el caso de que el patélogo considere
que la muestra es insuficiente para diagnéstico o no valorable, el clinico debera considerar el repetir la
prueba.

Las causas mas frecuentes suelen ser un exceso de material hematico que oculta las células propias
del tiroides, la mala preservacién de las caracteristicas microscopicas por defectos en la extensiéon o
procesamiento, o simplemente un numero insuficiente de células foliculares. La recomendacion
sefiala que una muestra es suficiente si presenta un minimo de 6 grupos de 10 células foliculares o
mas, aunque este criterio estd en revision [7]. Existen algunas excepciones a esta regla, por ejemplo, si
se observa abundante coloide se considera que se trata de un nédulo macrofolicular probablemente
benigno. En caso de que sea posible dar un diagnéstico, por ejemplo, de tiroiditis, o cuando se
observe atipia, por definicién la muestra debe considerarse adecuada.

En el caso de que una PAAF de tiroides solo presente material correspondiente al contenido de
una lesidon quistica (macrofagos, detritos) la muestra debe ser considerada también insuficiente, si
bien, el significado clinico depende en gran medida de la imagen ecografica. Si la lesion es totalmente
quistica y no existen signos preocupantes el clinico puede asumir que se trata de una lesiéon benigna,
pero si por el contrario la ecografia es dudosa deberia repetirse la puncion.

El riesgo de malignidad (RM) de la Categoria | es dificil de calcular pues la mayoria de estos
pacientes no son operados. Entre los nédulos extirpados el RM oscila entre 9 y 32%, aunque
evidentemente éstos representan un subgrupo que clinica y/o ecogréficamente suelen presentar un
mayor grado de sospecha, lo que hace indicada la intervencién. El valor del RM tras extrapolacién del
riesgo general de malignidad es del 5-10%.

La recomendacién general es repetir la puncién sin necesidad de esperar semanas como se habia
recomendado previamente, y en la mayoria de casos la nueva muestra sera diagnédstica (60-80%). Para
disminuir el nimero de casos con material insuficiente es recomendable realizar una evaluacién
inmediata del material obtenido por parte del patélogo o citotecnélogo o hacer un minimo de 3
pases. La realizacién de bloque celular puede ser de ayuda en algunos casos.

Categoria ll: Citologia benigna

Es la categoria mas frecuente (60-70%) dado que la mayoria de nédulos tiroideos son benignos, la
tasa de falsos negativos se mantiene muy baja (<3%). Se recomienda el término «Benigno» frente al
«Negativo para células malignas» y la actitud clinica a seguir después de este diagndstico es
seguimiento clinico.

La lesion mas frecuente en esta categoria es un nédulo de tipo hiperplasico, que puede ser
denominado «Nédulo folicular benigno» pero también puede ser una tiroiditis linfocitica o alguna
entidad menos frecuente.

Categoria llI: Atipia de significado indeterminado (AUS) o lesion folicular de significado
indeterminado (FLUS)

Esta categoria tiene dos posibles nombres y se recomienda que cada laboratorio escoja utilizar
siempre el mismo. Hay que recalcar que se consideran sinénimos y que no pueden utilizarse como si
se tratara de dos subcategorias distintas que denoten diagndsticos diferentes. Cabe destacar que AUS
es mas versatil ya que FLUS estd limitado a lesiones foliculares y no se adapta a atipias de otra
naturaleza (por ejemplo, de células linfoides), sin embargo, a algunos clinicos no les gusta el término
atipia por las implicaciones que conlleva. Es importante reservar esta categoria como una ultima
opcion y se recomienda que el porcentaje de casos con este diagnéstico no supere el 7-10%.
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Es recomendable intentar subclasificar el tipo de atipia, en «atipia celular» y «atipia arquitectural»
aunque esto no siempre es posible, y generalmente tampoco implica un cambio en la actitud clinica.
El término «atipia celular», se utilizaria para los casos con alteraciones nucleares focales, o extensas
pero leves, o en el caso de observar células atipicas de probable origen en la pared de un quiste. La
«atipia arquitectural» se suele reservar para citologias poco celulares pero que presentan un patrén
micro folicular predominante. Es evidente que estos dos tipos de atipia no se excluyen mutuamente.
Otro tipo seria la «atipia de células de Hirthle» cuando la muestra no es muy celular.

El calculo del RM de la Categoria Ill resulta complicado por diferentes motivos. En primer lugar,
solamente se interviene una fraccién pequefa de casos de esta categoria: los que presentan mayor
sospecha clinica o radioldgica, los que en la repeticiéon aparece un resultado anormal o los que
presentan una alteracion molecular en una prueba complementaria. Los casos con citologia benigna
en la repeticion o con una prueba molecular benigna no necesitan ser operados. Como alternativa, si
se calcula el RM asumiendo que los nédulos no extirpados son benignos, también se puede dar un
valor erréneo. Por los motivos mencionados, la cifra de RM se basa en una extrapolacion entre los dos
célculos y los ultimos datos situan el RM de esta categoria entre 10 y 30%, un poco superior a las
primeras estimaciones. Tras la introduccién del diagnéstico de NIFTP y por tanto la conversidn de una
neoplasia que se consideraba maligna a benigna, el RM desciende a 6-18%, ya que con frecuencia esta
lesién cae en la categoria de AUS/FLUS.

La actitud mas recomendada en estos pacientes es repetir la PAAF a los 3 meses, y si es posible la
realizaciéon de técnicas moleculares adicionales (mutaciones de BRAF, TERT, RAS, etc). Las
recomendaciones relativas a los estudios moleculares se tratardn en otro capitulo en préximas
ediciones.

En aquellos casos donde la segunda PAAF tenga la misma categoria lll, sera necesario la exéresis de
la lesion y se valorara la realizaciéon de biopsia intraoperatoria.

Categoria IV: Neoplasia folicular o sospechoso de neoplasia folicular

Esta categoria también tiene dos nombres alternativos que deben considerarse sindnimos y cada
laboratorio tiene que decidir cual utilizar de forma exclusiva. La mayoria de citopatélogos prefieren el
«sugestivo de neoplasia folicular» ya que en un 35% de los casos la histologia demuestra un nédulo
hiperplasico y no una verdadera neoplasia. La versidn del 2017 incluye unos cambios relacionados con
la nueva entidad NIFTP, ya que previamente si en los extendidos se observaban cambios nucleares de
carcinoma papilar no se podia utilizar esta categoria diagnostica. La nueva versién considera que las
citologias que presentan patron folicular y cambios nucleares sutiles como agrandamiento,
irregularidad de la membrana y/o cromatina clara, pueden ser incluidos en la categoria IV si no se
observan papilas verdaderas ni pseudoinclusiones nucleares. Se puede incluir un comentario sobre la
posibilidad de que se trate de un carcinoma papilar, variante folicular o de un NIFTP, pero advirtiendo
que solo el estudio histologico permitira el diagnéstico definitivo de dichas entidades. En el caso de
observar celularidad de caracteristicas oncociticas deberd indicarse en el diagnéstico. También se
indica la posibilidad de realizar técnicas moleculares en esta categoria. [8]

Categoria V: Sospechoso de malignidad

La categoria Bethesda V, Sospechoso para malignidad, incluye todas aquellas presentaciones
citolégicas que sean altamente sospechosas de malignidad. Acoge los diagndsticos donde se
identifican alteraciones citoldgicas caracteristicas de una entidad patoldgica determinada, con
limitaciones en relacién a la cantidad o cualidad de dichos cambios y que por tanto es posible un
diagnéstico concluyente. Asimismo, el diagnéstico de incerteza puede deberse a una muestra poco
Optima, a una preservacion inadecuada del material citoldgico, a una variante histolégica infrecuente
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0 a una presentacion citoldgica inusual. En el diagnéstico se deberia indicar el tipo de neoplasia que
se sospecha. También esta indicado realizar técnicas complementarias.

La conducta terapéutica recomendada para esta categoria diagndstica con un RM entre 50 y 75%,
es la reseccion de la glandula tiroides, preferentemente de un modo conservador (lobectomia),
cuando sea posible.

Categoria VI: Maligno

La categoria VI de Bethesda significa un diagnéstico concluyente de malignidad, en la que se
identifican una cantidad satisfactoria de rasgos citomorfoldgicos definitorios de una entidad
especifica. En algunos casos el estudio inmunohistoquimico del material citolégico puede ayudar a
realizar un diagnéstico mas preciso (p.ej. calcitonina en carcinoma medular).

El manejo de una lesion diagnosticada en esta categoria implica generalmente una conducta
quirdrgica ya que el riesgo de malignidad se acerca al 100%.
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MODELO DE INFORME (EJEMPLO DE CATEGORIA DIAGNOSTICA I1)

Tipo de muestra: Puncidn aspiracion con aguja fina de tiroides

Localizacién:

Ecoguiada: Si/No

Evaluacion rapida (ROSE): Si/No
Numero de pases:

Descripcion del material recibido:

Resultado ER: Suficiente / Insuficiente

__extensiones secas, __ extensiones fijadas, __ citologia liquida, __jeringa, __lavado de aguja

Técnicas realizadas:
Tincién de Papanicolaou: __
Tincion de Giemsa: __
Bloque celular: __

Otras:

Descripcion microscopica:

Opcional y debe ser coherente con el diagndstico emitido.

DIAGNOSTICO

Benigno, compatible con nédulo hiperplasico.

Categoria diagnéstica de Bethesda: Il

Resultado de las pruebas adicionales:

Si se realizan por ejemplo inmunocitoquimica o técnicas moleculares deberia incluirse el resultado en el
mismo informe (aunque sea posteriormente como informe adicional)

Comentario: Notas aclaratorias si se consideran necesarias para ampliar la informacién del diagnédstico o
para ayudar en la interpretacion de las pruebas adicionales realizadas

LIBRO BLANCO DE LA ANATOMIA PATOLOGICA EN ESPANA 2021

265






RECOMENDACIONES DEL GRUPO DE
TRABAJO DE TECNICOS SUPERIORES
EN ANATOMIA PATOLOGICA'Y
CITOLOGIA DE LA SEAP







Recomendaciones en citologia del grupo
de trabajo de técnicos de anatomia
patoldgica

Eva Rodriguez Escudero’, Patricia Barreiro Sanabria', Rosa Maria Rodero Villanueva', M de los
Angeles Cerén Nieto', Maria del Mar Olmo Fernandez?

1. Servicio de Anatomia Patolégica, Hospital Universitario Clinico San Carlos, Madrid.

2. Servicio de Anatomia Patoldgica, Hospital del Henares, Coslada, Madrid.

INTRODUCCION

En este capitulo se recogen las lineas generales del papel del Técnico Superior en Anatomia
Patoldgica y Citodiagnéstico (TSAPyC) en el procesamiento y estudio de las muestras citoloégicas en
los servicios de anatomia patoldgica. Para ello, se ha revisado la bibliografia mas importante de la
especialidad y se ha tenido en cuenta la experiencia propia de las autoras.

El objetivo es establecer unas normas bésicas comunes de actuacién y trabajo, aplicables en todos
los centros, independientemente de su tamafo y que sea util para todos los miembros de nuestra
sociedad: desde la importancia en la recogida del material y procesamiento de las muestras
procedentes de PAAF, como técnicas complementarias a seguir en los laboratorios de
inmunohistoquimica (IHQ), patologia molecular, hasta un tema de recomendaciones en los «No hacer
en citologia».
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GENERALIDADES DE LA CITOPATOLOGIA

La citologia diagndstica o citopatologia es una disciplina médica que, a través del estudio
microscopico de las anomalias morfoldgicas celulares, establece el diagnoéstico de la enfermedad. Su
objetivo es la interpretacion de lesiones en células desprendidas de diferentes superficies epiteliales o
extraidas a través de varios procedimientos. Es un método de diagnéstico morfolégico simple, rapido,
poco agresivo y econdmico que complementa al estudio histopatoldgico y permite identificar en
poco tiempo la mayor parte de las lesiones de caracter pre neoplasico y tumoral [1].

HISTORIA DE LA CITOPATOLOGIA

El origen de la citopatologia se remonta a los estudios del naturalista aleman Theodor Schwann,
quien desarroll6 la teoria celular (1839). Aflos mas tarde, Rudolf Virchow, médico y politico aleman, fue
considerado como el fundador de la patologia celular. En el curso de sus trabajos sobre tejidos
patoldgicos, pudo demostrar que toda célula procede de otra célula anterior [1].

En 1941, el médico de origen griego y pionero en citopatologia, George Papanicolaou (1883- 1962)
desarrollé una prueba utilizando células obtenidas por raspado del cuello del Utero para la deteccién
temprana del cdncer de cérvix, sus hallazgos mostraron un método sencillo y econémico que se podia
utilizar masivamente permitiendo detectar el cancer en sus inicios o en etapas pre-invasivas [2]. En
1947, la Cornell University inaugurd el primer curso de citologia exfoliativa y su laboratorio se
convirtié en centro de referencia para el mundo. El test de Papanicolaou o «Pap test» es una de las
aportaciones mas importantes en el terreno de la medicina preventiva desde el siglo XX [1].

En 1974, Harald zur Hausen, cientifico y médico aleman, demostrdé por primera vez la presencia de
ADN del virus del papiloma humano (HPV) en muestras de cancer de cérvix, hipotetizando que el virus
del papiloma humano jugaba un papel importante en la causa del céncer de cuello de utero [3]. Sus
trabajos cientificos llevaron al desarrollo de una vacuna que se comercializé en 2006, la cual se ha
convertido en una de las estrategias mundiales para la prevencién del cdncer del cuello uterino [4].

EL VPH EN LESIONES CERVICOVAGINALES, ANALES y DE OTRAS LOCALIZACIONES

El virus del papiloma humano es la infeccién de transmision sexual mas frecuente a nivel mundial,
afectando a todas las sociedades independientemente de su nivel de desarrollo. Es la causa necesaria
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para el desarrollo de céncer cérvico-uterino y otras neoplasias anogenitales, de cavidad oral y
orofaringe [5].

La relacién entre el VPH y estas lesiones es bien conocida desde hace varios afos. Se estima que el
80% de las personas sexualmente activas, seran infectadas por el VPH durante su vida, siendo la
prevalencia del 30-40%, la mas alta en edades inmediatas al inicio de las relaciones sexuales entre los
15 y 25 afos de edad. La presencia del virus en los subtipos asociados al desarrollo del cancer de
cuello uterino se encuentra en un 85% en los tumores del canal anal. Las comparaciones de los
registros de tumores han estimado que la incidencia del cdncer anal en varones homosexuales es
semejante a la estimada para el cancer de cuello uterino en poblaciones de mujeres no protegidas por
programas de cribado establecidos [5].

Los cénceres de vulva responden a dos modelos etiolégicos: en mujeres < 50 ahos estd
etiolégicamente ligado al VPH y en mujeres > 50 afios estd asociado a mutaciones del p53. Los casos
de cancer de vulva atribuibles al VPH estarian entre el 30 y 70%. El cancer de pene presenta
marcadores virales en un 70-80% de los casos, el cancer de vagina en un 40-50% y respecto a la
cavidad oral y orofaringe la intervencion viral estaria focalizada en los tumores de la amigdala y del
anillo de Waldeyer [5].

Segun la OMS hay mas de 100 tipos de HPV, de los que al menos 14 son oncégenos, conocidos
como de alto riesgo. La asociacién entre distintos subtipos del virus del papiloma humano y los
diferentes grados de neoplasia intraepitelial cervical, pueden agruparse en dos categorias: El riesgo
oncogénico bajo corresponde a los subtipos 6, 11, 26, 40, 42, 53-55, 57, 59, 66, 68, el riesgo alto e
intermedio, a los subtipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 56 y 58, y dentro de estos, los subtipos 16, 18 y
33 son los que mas frecuentemente se han relacionado con la aparicion de lesiones malignas [5].

En lo referente a la histologia, el cérvix uterino, la zona perianal y el canal anal, comparten
caracteristicas muy similares, poseen similitudes embrioldgicas, histolégicas y patoldgicas. Su
desarrollo comienza a partir de la membrana embrionaria y la fusiéon del tejido ectodérmico y
endodérmico para formar la unién escamo-columnar. Este punto de transicidon entre ambos epitelios
de revestimiento es la zona predilecta del virus. Debido al paralelismo entre la patologia cérvico-
uterina y anorrectal, se utiliza la terminologia del Sistema Bethesda para informar los hallazgos
citolégicos de estas areas anatomicas.

Factores de riesgo

La poblaciéon inmunodeprimida (VIH y trasplantados), infectados con subtipos de virus de alto
riesgo tienen una mayor probabilidad de padecer infecciones persistentes por HPV y una progresién
mas rapida de lesiones precancerosas al cancer. Otros posibles factores de riesgo son la utilizacion
prolongada de anticonceptivos orales, multiples y diferentes contactos sexuales, alta paridad,
tabaquismo y la coinfeccién con otras infecciones de transmisién sexual como la Chlamydia
trachomatis y el virus de herpes simple tipo 2.

Medidas de prevencion

La forma fundamental de prevencién primaria frente al virus es la vacunacién. En EEUU y Europa
(2006) se aprobé la primera vacuna dirigida contra 4 subtipos de VPH (6, 11, 16 y 18), la cual puede
administrarse desde los 9 afios en 3 dosis intramusculares a los 0, 2 y 6 meses. En 2007 otra vacuna
contra 2 subtipos de VPH (16,18) que se aprobd primero en Europa y posteriormente en EEUU. Se
considera segura desde los 9 aios y se deben administrar dos dosis intramusculares si es menor de 15
anosy 3 dosisalos 0, 1y 6 meses si es mayor de 15 afos.

Actualmente, la vacuna nonavalente (6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52 y 58) aprobada en 2014 en Europa
y EEUU es la que mas se utiliza tras demostrar su eficacia. Ya hay datos de inmunidad mantenida
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generada por estas tres vacunas a 8 y 10 afnos, pero el seguimiento de los pacientes incluidos en los
diferentes ensayos clinicos que consiguieron la aprobacién de estas vacunas, nos permitirdn saber si
es precisa una revacunacion.

La OMS apunta, que «las vacunas deben introducirse como parte de una estrategia coordinada e
integral para prevenir el cancer cervical y otras patologias asociadas al VPH. Esta estrategia debe
incluir educacién para reducir comportamientos que aumenten el riesgo de adquirir VPH,
alfabetizacién de profesional sanitario e informacién a los pacientes sobre screening, diagndstico y
tratamiento de lesiones precancerosas y cancer».

Otras medidas de prevencion primaria incluyen la abstinencia sexual, la monogamia o el uso de
preservativos. Es importante destacar que el uso de preservativos reduce el riesgo entre un 60-70%,
pero no protege zonas genitales no cubiertas que estén potencialmente infectadas.

En las medidas de prevencién secundaria, se ha propuesto realizar un cribado poblacional,
deteccién selectiva de la poblacién, screening o diagnéstico precoz que se define como el conjunto
de actividades aplicadas a grandes poblaciones no seleccionadas, con el objetivo de detectar la
enfermedad antes de que se manifieste clinicamente y asi poder iniciar el tratamiento de forma
precoz con el fin de mejorar su prondstico [5].

En cuanto a las lesiones a nivel anorrectal, el European AIDS Clinical Society, recomienda el cribado
con citologia de 1 a 3 afios en hombres que tienen sexo con otros hombres (HSH) y anoscopia en caso
de que existan anomalias, aunque reconocen que la evidencia es incierta. EIl New York State
Department of Health AIDS Institute recomienda una citologia anal en pacientes infectados por VIH, con
historia de condilomas anogenitales y en mujeres con alteraciones histoldgicas vulvares o cervicales.
El Centers for Disease Control and Prevention y el VIH Medicine Association of the Infectious Diseases
Society of America no recomiendan el cribado para la prevencién del cdncer anal, aunque mencionan
que seria util la citologia en pacientes de alto riesgo y en mujeres con historia de cédncer de cérvix,
realizando una anuscopia de alta resolucion en caso de observar alteraciones [6].

Por otro lado, para la prevencion del cancer de cérvix, el diagnéstico precoz y su tratamiento son
fundamentales. De hecho, los planes de deteccidn precoz de alta calidad pueden reducir la incidencia
del cancer de cérvix hasta en un 80%. Su éxito es, en parte, por la lenta progresidon de las lesiones
precancerosas, facilitandose su deteccion y por la posibilidad de detectar esas lesiones preinvasivas
con alta tasa de curacion y escasa morbilidad [6].

En 2013 y 2014, la OMS y la Organizaciéon Panamericana de la Salud (OPS) publicaron una guia de
deteccién precoz y tratamiento de las lesiones precursoras. Las técnicas de screening que describe
esta guia son: inspeccion visual con acido acético (IVAA), con una especificidad del 82% y sensibilidad
del 86%, pero con una alta tasa de falsos positivos, frotis o citologia cervical con Papanicolaou, con
sensibilidad del 78% y especificidad del 62% y la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) [6].

CITOLOGIA EN MEDIO LIQUIDO FRENTE A LA CITOLOGIA CONVENCIONAL

La citologia exfoliativa es un método con algunas desventajas, por lo que a lo largo del tiempo ha
motivado la creacion de nuevos procedimientos, como es la citologia en medio liquido.

Las limitaciones de la técnica de Papanicolaou son debidas a la proporcién de muestras no
valorables y a una sensibilidad limitada por varios factores. Aproximadamente 2/3 de los falsos
negativos se deben a errores en la toma de la muestra. Ademads, no todas las células recogidas son
traspasadas al portaobjetos por defecto de la extensién o porque parte de ellas quedan adheridas al
dispositivo de recogida. El tercio restante de falsos negativos ocurre en el laboratorio como
consecuencia de una dificil interpretacién por defecto de fijacién o enmascaramiento de la celularidad
por exceso de moco, sangre, células inflamatorias u otros artefactos [7].
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Ventajas de la citologia liquida:

e Muestras mas representativas.

e  Mejor conservacion de la muestra.

e Disminuye las muestras no satisfactorias

e Aumenta el numero de lesiones precursoras diagnosticas (en controversia).
e Disminuye el nimero de ASC-US y AGC diagnosticadas (en controversia).

e Disminuye el tiempo de lectura.

e Utilizacién del material restante para analisis molecular de VPH.

Inconvenientes de la citologia liquida:

e Tiempo de procesamiento mas largo.

e Formacion especializada para la interpretacién de los estudios.
¢ Necesidad de un periodo variable para la lectura.

e Necesidad de mayor concentracion en la lectura.

e Sensible aumento del costo en todas las fases del proceso.

Estudio de las muestras citolégicas:

Las muestras serdn estudiadas por citotécnicos y revisadas por patélogos. Todas las muestras con
patologia deben ser marcadas para su posterior revisiéon y confirmacion.

La Academia Internacional de Citologia recomienda que el patélogo revise todos los casos
positivos, los casos dudosos y uno de cada 10 casos negativos. En el caso de lectura automatizada,
todos los frotis seran posteriormente revisados de forma aleatoria por un patélogo [8].

El informe citoldgico:

El informe emitido debe incluir una relacién de los hallazgos observados y una categoria
diagnostica que permita una actuacion terapéutica. Se aplicarad un formato estandarizado de informe,
aceptado por la comunidad cientifica citoldgica y conocido por todos los miembros del laboratorio
(Sistema Bethesda) [8].

Almacenamiento:

Las preparaciones permaneceran almacenadas por orden numérico tres afios si no hay patologia y
cinco anos como minimo si tuvieran cualquier patologia. Si los cristales no pudieran ser archivados
por estar involucrados en algun caso excepcional, o donados para estudio a otro centro, quedaran
registrados en el sistema de trazabilidad, detallando su localizacién y estado.

Los casos ya diagnosticados se almacenardn tanto en papel como en formato electrénico,
siguiendo las recomendaciones de la Ley de Proteccidn de datos respecto a la guarda y custodia, asi
como su destruccién cuando corresponda [8].

Control de calidad:

Cada laboratorio pondra medidas para comprobar el buen funcionamiento del mismo, mediante
controles internos y externos, con el fin de asegurar la mejor asistencia posible a la comunidad. El
control de calidad interno consiste en realizar una revision conjunta entre varios patélogos y
citotecnélogos de casos complejos y de discordancia diagndstica, revision de todos los casos
negativos, que en algin momento se hayan podido positivar, confirmacién de todos los casos
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positivos que puedan tener estudio histolégico, correlacionando los hallazgos encontrados, y revision
de todos los casos negativos, pasado un tiempo minimo de tres meses. Se realizard un estudio
estadistico entre 6-12 meses sobre las muestras del laboratorio [8].

Actualmente la SEAP tiene programas de control de calidad para citologia.

TECNICA DE PROCESAMIENTO EN CITOLOGIA LIQUIDA

En el procesamiento de muestras de citologia liquida, se lleva a cabo mediante un sistema
automatizado: el procesador de citologia liquida. La recogida, identificacion y registro de la muestra es
similar tanto en citologia convencional como en citologia liquida, sin embargo, en lugar de extender la
muestra sobre un portaobjetos, ésta se introduce en un vial con 20cc de liquido conservante hasta su
procesado.

Material necesario:

e Vial con liquido conservante.

e  Filtro transparente con membrana.

e Tapdn para elfiltro.

e Frasco para residuos.

e Cubetas de tincién.

e (Cestillos de tincion.

e Pinzas.

e Equipo automatizado de tincion Papanicolaou de rutina, como agente fijador se utilizan
alcoholes de diferente graduacién (1000, 96° y 70°).

e Portaobjetos especiales marcados con un circulo de 2cm de didmetro.

e Sistema de montaje automatico con Film soluble en Xileno.

OBTENCION DE BLOQUES CELULARES A PARTIR DE MATERIAL CITOLOGICO

La técnica del bloque celular (BC) se ha utilizado durante mas de un siglo y continta vigente en
nuestros dias. La primera descripcidn de esta técnica fue realizada por Bahrenburg en 1896, en su libro
«The Cytology of Effusions: pleural, pericardial and peritoneal and of cerebrospinal fluid.» En él describid
un Método novedoso que le permitié procesar liquido ascitico en secciones histoldgicas. La técnica
consistié en permitir que el liquido reposara y se coagulase espontaneamente durante 24 horas. Tras
desechar el liquido sobrenadante, y endurecer el sedimento con la adicién de alcohol el material
obtenido, firme y dura, se incluia en celoidina y se cortaba y tefifa de manera similar a los cortes
histoldgicos. Tras este informe, las técnicas de obtencién y procesado de bloques celulares guardan
gran semejanza con los que se realizan en la actualidad, considerdndose un procedimiento de rutina
en la mayoria de los laboratorios de citologia [9].

Su utilidad se debe en parte a su sencillez y especificidad, ya que permite valorar la arquitectura de
la muestra con una calidad 6ptima para su interpretacion y es posible realizar otras técnicas
complementarias de gran interés diagndstico [9].

Realizacion de bloques celulares con material procedente de citologia exfoliativa

La realizacién de bloques se puede hacer solo en material citolégico recibido en fresco,
previamente identificado y siguiendo el protocolo de recepcién y registro de muestras con el sistema
de informacioén digital del laboratorio (LIS).
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Requerimientos para poder hacer bloque celular:
Muestras con alto contenido celular como:

e Broncoaspirado (BAS), extraido directamente del arbol bronquial.

e Liquidos de derrames provenientes de diferentes localizaciones corporales extraidos a través
de otras técnicas como el derrame pleural.

e Liquido pericardico y liquido ascitico, todas ellas son muestras con abundante material
celular.

En el caso de lavados, cepillados y LCR no podria realizarse esta técnica, por su escaso contenido
celular. Por ultimo, destacar el material procedente de EBUS y EUS, que detallaremos su
procesamiento mas adelante ya que se realiza de forma diferente.

Realizacion de la técnica del bloque celular con material procedente de citologia exfoliativa:

Material necesario: Campana de extraccion, Centrifuga de 4 tubos con rotador oscilante, tubos
conicos para centrifuga de 30cc, papel de arroz, pipetas desechables, etanol, casetes, frasco con
formaldehido al 10%, portaobjetos, protocolo del procesador de tejidos, inclusidon en parafina, sistema
automatizado de tinciéon con Hematoxilina-eosina, cubreobjetos y medio de montaje.

Procedimiento: Después de su recepcién, comprobacién y registro, se anota volumen y aspecto
del liquido. El contenido se vierte en un tubo cénico para centrifuga de 30CC de capacidad,
centrifugar a 2500 rpm durante 5 minutos, decantar el liquido sobrenadante. El material que se ha
depositado en la base del tubo cénico, se anaden 30cc de etanol para obtener mayor firmeza del
material. Se realiza una segunda centrifugacion a 2500 rpm durante 5 minutos, se vuelve a decantar y
con ayuda de unas pinzas o una pipeta desechable, lo depositamos y envolvemos con papel de arroz,
lo introducimos en un casete bien identificado y lo sumergimos en formol para su fijacion. El
procesado, inclusion, corte, tinciéon y montaje, se realiza de manera similar al de las biopsias.

Realizacion de bloques celulares con material procedente de EBUS y EUS

La ecobroncoscopia o ultrasonografia endobronquial (EBUS) con puncién-aspiracion
transbronquial, es una técnica novedosa y minimamente invasiva para el diagnéstico de tumores y
ganglios linfaticos hiliares mediastinicos y pulmonares. Se ha convertido en una herramienta muy util
para el diagnéstico y estadificacion del céncer de pulmén, campo en el que se ha focalizado la
mayoria de estudios realizados en la actualidad [10].

Existen dos tipos de ecobroncoscopia dependiendo del tipo de transductor utilizado: EBUS lineal o
sectorial y EBUS radial. La EBUS lineal es similar a un broncoscopio convencional, pero presenta en el
extremo distal un transductor curvilineo que combina la videoendoscopia tradicional con la ecografia,
de forma que permite ver directamente la trdquea, los bronquios y sus ramificaciones y obtener
imagenes ecogréficas de las estructuras que se encuentran fuera de las paredes bronquiales, como los
ganglios linfaticos y estructuras vasculares. Esta indicado principalmente para la estadificacion
mediastinica en pacientes con cancer de pulmén no microcitico, para determinar el prondstico y
decidir el plan de tratamiento, ya que la presencia de afectacién mediastinica permite establecer una
situacion de inoperabilidad y la necesidad de tratamiento quimioterapico, radioterdpico o ambos. Se
pueden explorar todas las estaciones ganglionares mediastinicas paratraqueales altas (2R, 2L, 3P),
bajas (4R y 4L) y subcarinales, excepto los ganglios subadrticos y paraesofagicos. También son
accesibles los ganglios intrapulmonares. La EBUS radial fue la primera modalidad endobronquial de
ultrasonidos que se empezd a utilizar a principios de 1990. Consiste en una minisonda ecografica que
introducida por el canal de trabajo de un broncoscopio convencional proporciona una imagen
ecografica de 360° y permite visualizar la estructura de la pared traqueobronquial con sus diferentes
capas, asi como los ganglios mediastinicos. Permite valorar la invasién del cartilago para poder realizar
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un tratamiento endobronquial con intencién curativa mediante cualquier método de ablacién térmica
y supone una alternativa a la cirugia, en tumores no operables [10].

Por otra parte, otra técnica diagndstica muy similar y no menos importante que la descrita
anteriormente, es la ecoendoscopia (EUS), que consiste en la combinacién de puncién-aspiraciéon con
aguja fina (PAAF), guiada por un endoscopio flexible y una sonda ecogréfica. La EUS permite obtener
imagenes mucho mas nitidas y detalladas de las distintas capas que conforman la pared del tubo
digestivo, tomar muestras del interior del es6fago, estémago, duodeno, recto, sigma y otras
localizaciones cémo mediastino, pancreas, higado, vias biliares, cavidad pélvica y ganglios linfaticos
accesibles a través de la pared digestiva. La utilidad principal de la ecoendoscopia es la estadificacion
de tumores tanto benignos y malignos que aparecen en estas zonas. Determina con precision la
profundidad que alcanza un tumor, si invade o no 6rganos vecinos y si afecta a ganglios préximos al
tumor. También es de utilidad en la deteccidn precoz de posibles recidivas de tumores ya tratados.
Ademas, también es efectivo en el tratamiento del dolor originado por el cancer de pancreas y
pancreatitis crénica, localizando los nervios que transmiten el dolor e inyectando en ellos farmacos
que bloqueen la transmisién nerviosa. Otra aplicacion es el vaciado de quistes o abscesos préximos al
tubo digestivo.

Realizacion de la técnica del bloque celular con material obtenido a través de EBUS y EUS:
Material necesario:

e Portaobjetos.

e Laminas de papel de arroz.

e Pipetas desechables.

e Etanol.

e (assette.

e Frasco con formaldehido al 10%. Se utiliza el mismo sistema de procesado, inclusion, tinciéon y
montaje que en el caso de las biopsias.

Procedimiento:

La técnica se realiza por raspado del material (codgulo) depositado en el portaobjetos. El material
se recibe directamente de la unidad de endoscopias en fresco. Las muestras obtenidas pueden ser:
extensiones citoldgicas para su tincion permanente en Diff-Quik de tipo Romanowsky, para citologia
liquida y una porciéon de material en forma de coagulo hematico, depositado en uno de los
portaobjetos, que se deja secar bajo campana de extraccion.

Una vez que el material estd desecado, se afaden unas gotas de etanol para evitar su dispersion,
raspamos el coagulo despegadndolo poco a poco del portaobjetos con ayuda de otro cristal,
depositamos y en volvemos la muestra en el papel de Arroz y finalmente, lo introducimos en el casete
para su fijacién, procesamiento [10].

OTROS METODOS DE PREPARACION DEL BLOQUE CELULAR

Gel acuoso Agar-Agar: Es una mezcla natural de polisacaridos de diversas especies de algas
rodoficeas, principalmente del género Gelidium. Se utiliza como agente suspensor, espesante,
emulgente, y estabilizante en diversos tipos de preparaciones. Permite un elevado rendimiento en
muestras habitualmente dificiles de valorar y ademds pueden realizarse otras técnicas adicionales. El
procedimiento es similar al que se realiza para el bloque celular convencional. Se recomienda preparar
el agar-agar con agua destilada, llevarlo a ebullicién en un rotor con calor a 50-60°C, dejar enfriar hasta
los 36-37°C. Verter el gel en el tubo cénico donde se encuentra la muestra ya centrifugada y
decantada, desmoldar el bloque, envolver la muestra en papel de arroz, introducirlo en un casete para
su fijaciéon con formol al 10% y procesamiento.
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Método Plasma-Trombina: La trombina es una enzima formada en el plasma durante el proceso
de coagulacion a partir de la protrombina, calcio y tromboplastina. Induce el paso del fibrinédgeno a
fibrina y resulta esencial para la formacién del codgulo. El procedimiento para la realizacion del bloque
celular es similar a los que se han descrito anteriormente. Una vez que el material ha sido centrifugado
y decantado, se le ailade el plasma —trombina (preparado comercial), el material forma un coagulo, se
envuelve en papel de arroz y se introduce en un casete para su fijacion con formol al 10% vy
procesamiento.

HistoGel: Este método es similar al método agar-agar, aunque con pequefas diferencias que
impactan significativamente en el rendimiento celular. EL HistoGel debe almacenarse entre 2°C 'y 8°C
antes de su uso, puede reutilizarse 3 veces antes de que disminuya su rendimiento y se prepara
siguiendo las recomendaciones del fabricante. Se seleccionan moldes de base desechables de 1,5 x
1,5 X 0,5 cm para muestras procedentes de EBUS/EUS y moldes de 0,7 X 0,7 X 0,5 cm para muestras de
derrames de cavidades serosas. El uso de moldes mas pequefios puede concentrar el material de
manera mas eficaz. Ademas, se pueden fabricar multiples moldes para muestras muy celulares y
colocarlos en un solo casete para su procesamiento. El material citoldgico seleccionado se centrifuga,
se decanta, el sedimento se transfiere del tubo al molde desechable y se le afade el HistoGel.
Finalmente, el molde se coloca en un bafo de hielo durante 30 segundos para favorecer una
solidificacién rapida, este se desmolda, se envuelve en papel de arroz y se introduce en un cassette
para su fijacion y procesamiento [9].
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Manejo de las muestras procedentes de
PAAF en servicios de anatomia patoldgica

Maria del Mar Olmo Fernandez
Servicio de Anatomia Patoldgica, Hospital del Henares, Coslada, Madrid.

La puncién aspiracidn con aguja fina (PAAF) es una prueba de diagnéstico aplicada en los servicios
de anatomia patoldgica. Las primeras referencias bibliograficas de la técnica se remontan al siglo Xl en
un texto del médico arabe Abulcasis. El desarrollo de la PAAF tuvo su mayor auge en Europa a pesar
de que las primeras publicaciones se realizaran en los EEUU. Autores como Dudgeon (1927), Martin y
Ellis (1930) y la experiencia de la escuela sueca contribuyeron notablemente al desarrollo de la técnica,
asi como a la formacién de numerosos profesionales en la idiosincrasia del procedimiento [1]. La PAAF
es una técnica sencilla, poco invasiva y eficiente tanto referenciada al coste de la técnica como en
términos de rentabilidad diagnéstica.

La puncién aspiraciéon con aguja fina se realiza sobre 6rganos superficiales o profundos. En los
organos profundos, no palpables o palpables de dificil acceso se va a apoyar en técnicas de imagen. El
Técnico Superior de Anatomia Patoldgica y Citodiagndstico (TSAPyC) va a recibir muestras
procedentes de diferentes Servicios.

e Servicio de Radiologia en el estudio de 6rganos no profundos con valoracion in situ del
material (Rapid On Site Evaluation) ROSE por parte del patélogo o TSAPyC. Es de vital
importancia para disminuir el nimero de muestras insatisfactorias la presencia del patélogo o
TSAPyC para realizar la valoracién in situ, asi como para realizar un adecuado triaje del
material.

e Técnicas para estudio de 6rganos profundos como TAC, EBUS, USE con valoracién in situ del
material por parte de patélogo. El TSAPyC realizara todo el procedimiento técnico aplicable a
cada estudio: extensiones secas, extensiones fijadas en alcohol, bloques celulares, lavado de
aguja en medio Liquido... asi como realizacién de tincién rapida para poder valorar in situ el
material (Diff-Quik). La realizacién del ROSE por parte del patdélogo o TSAPyC cualificado
resulta de vital importancia para evitar pases de puncién innecesarios.

e Consulta de Patologia Intervencionista (ECOPAAF-EcOoBAG): la ecografia en el punto de
atencién (POCUS) debe ser entendida siempre como herramienta de apoyo de imagen y no
con fines diagnosticos. La PAAF es llevada a cabo por un Patélogo con conocimientos previos
en procedimientos ecogréficos. El TSAPyC asistira en la técnica y serd la figura encargada del
triaje del material y de las técnicas rapidas. El conocimiento en el manejo del ecégrafo por
parte del TSAPyC permite que el flujo de trabajo en la Consulta sea més fluido. En los
supuestos que sea necesario realizar ECOBAG, el TSAPyC debe adquirir destreza para asistir al
Patélogo en el procedimiento de obtencidn de biopsia (preparacion campo estéril,
reconocimiento de material, conocimiento de los diferentes tipos de aguja para biopsia,
realizacion de improntas como control del material tisular obtenido, fijacién del material en
formol). En los anteriores supuestos descritos la eficacia del procedimiento mejora cuando se
trabaja en equipo ya sea el patélogo o TSAPyC junto al radidlogo o el TSAPyC junto al
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patoélogo. Es imprescindible una correcta manipulacion del material citolégico obtenido para
poder realizar un buen diagndstico [2].

Desde el punto de vista técnico se detallan alguna de las recomendaciones que se deben aplicar
en el manejo de la muestra tanto en su fase preanalitica como analitica [3]:

e Verificar que la documentacién sea correcta para poder registrar la prueba en los sistemas
informaticos del AP: peticién en sus diferentes modelos (ya sea papel o electrénica), con
datos de filiacion y clinicos del paciente, asi como el consentimiento informado,
correctamente firmado por las partes interesadas.

e Confirmar que el material obtenido esta debidamente identificado.

e Garantizar que las extensiones son uniformes, ovoides, centradas en el porta o cristal y sin
fendmenos de aplastamiento de las células.

e Realizar un correcto triaje del material teniendo en cuenta:

. Portas o cristales fijados en seco para realizar técnica de Diff-Quik.

. Portas o cristales fijados en alcohol 96° para realizar técnica de Papanicolaou.

. lLavado de aguja de PAAF para posterior concentracion celular mediante el
procedimiento automatizado del Medio Liquido. Este procedimiento reporta valor al
diagnostico.

. Obtencion de bloques celulares para realizacion a posteriori de técnicas
complementarias, (estudios histoquimicos, inmunohistoquimicos o de biologia
molecular).

« En los supuestos que los requiera, obtencién de material para pruebas de biologia
molecular o citometria de flujo en los casos de sospecha de procesos linfoproliferativos.

. En los casos de sospecha de infecciones, recogida de material en bote estéril para
estudios de microbiologia.

e Como consecuencia de la aplicacién de los sistemas de control de calidad en los laboratorios
de citologia se debe llevar un registro detallado con las incidencias que se puedan producir,
tales como:

. Errores en la identificacién o no identificacion del material obtenido.

. Errores por inadecuada fijacion.

. Errores producidos durante el registro u etiquetado de los portaobjetos.

. Errores originados durante el procedimiento técnico.

El andlisis de los datos obtenidos para extrapolacién de la correlacién citoldgica-histologica
aportan parametros de calidad relevantes de mejora diagnostica en los SAP.
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Patologia molecular en el laboratorio de
citologia

Rosa Maria Rodero Villanueva
Hospital Clinico Universitario San Carlos.

APLICACIONES MOLECULARES EN LA CITOLOGIA DE CANCER DE PULMON

En los ultimos anos, la biologia molecular ha avanzado de forma inusitada en el campo del
conocimiento y manejo del cdncer de pulmén. Particularmente en el campo del carcinoma de pulmén
de células no pequeiias (CPCNP). Estos avances se deben a la identificacion de alteraciones genético-
moleculares, que se han convertido en marcadores de gran utilidad para el diagnéstico, prondstico y
establecimiento de terapias dirigidas.

El objetivo de esta secciéon es desarrollar algunos procedimientos moleculares aplicados a
muestras citologicas.

Deteccion de reordenamientos que impliquen a los genes ALK y ROS1 mediante FISH

Los genes ALK y ROS1 codifican receptores con actividad tirosina-quinasa, que se encuentran
reordenados en un 1-5 % de los carcinomas de pulmén no microciticos y adenocarcinomas,
especialmente en pacientes jévenes, no fumadores y sin mutaciones en el gen del receptor del factor
de crecimiento epidérmico(EGFR).La deteccidn de una de estas traslocaciones, permite la seleccién de
pacientes susceptibles de responder al tratamiento con Crizotinib, inhibidor de ALK y ROS1, que
induce la apoptosis, e inhibe el crecimiento celular [1].

La hibridacién in situ fluorescente (FISH) es la técnica mas recomendada para la determinacion de
estas traslocaciones. El material utilizado procede de EBUS de adenopatia mediastinica y PAAF de
masa pulmonar guiada por TC. Las muestras 6ptimas son los bloques celulares, aunque en ocasiones,
pueden usarse extensiones citoldgicas, siempre y cuando haya cantidad suficiente de células
tumorales. Para garantizar el éxito de la técnica se deben realizar dos secciones del bloque celular: una
tefiida con hematoxilina-eosina que muestre la presencia de células tumorales, y otra con un grosor
que no supere las 4 micras en un cristal tratado, para la determinacién de ALKy ROS1 [1].

La secuencia de pasos para realizar la técnica, es la siguiente:

e Desparafinar e hidratar las muestras hasta agua destilada y Buffer de lavado.

e Calentamiento a ebullicién de las muestras con solucién de pretratamiento, que rompe los
enlaces moleculares del formol con dichas muestras.

e Digestion proteolitica con pepsina para romper las membranas. Dependiendo de la
temperatura empleada en este paso (ambiente 6 37°C) aumentara o disminuira el tiempo de
permanencia en pepsina.

e Adicién de la sonda break-apart con color dual.

e Desnaturalizaciéon y posterior hibridacién de la sonda con la muestra.
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e Lavado con buffer de astringencia para garantizar la eliminacion de la sonda no unida o unida
inespecificamente.

¢ Finalmente, tras deshidratar con alcoholes de graduacién creciente, se montaran las muestras
con medio de montaje fluorescente, que aportara contratincién fluorescente azul.

En el caso de las extensiones citologicas, hemos comprobado que las monocapa tefidas con Diff-
quik, (tincion no permanente de facil eliminacién), son las mas recomendables. Realizar la técnica
sobre cristales procedentes de IHQ o tefidos con Papanicolau produce mucha tinciéon de fondo que
impide la nitida visualizacion.

La secuencia de pasos a sequir, es la siguiente:

e Retirar el film de montaje soluble en xileno con acetona y lavar con etanol al 960.

e Lavados con etanol de 700; el primero de ellos con 1000 microlitros de HCL, para decolorar la
muestra, siendo el ultimo buffer de lavado.

e No se realiza pretratamiento, ya que las extensiones citoldgicas, no estan fijadas en formol.

e Se reduce considerablemente el tiempo de permanencia en pepsina para no sobredigerir la
muestra.

e El protocolo contintia de igual manera que el de los bloques celulares.

Tiempos y temperaturas deberan ajustarse segun indicaciones de la casa comercial fabricante de
cada kit especifico.

Determinacion de mutaciones en el gen EGFR

El receptor del factor de crecimiento epidérmico, es uno de los miembros de la familia de
receptores de membrana con actividad tirosina-quinasa, conocida de forma global como ErbB.
Localizado en el brazo corto del cromosoma 7, mutaciones en el gen EGFR, se identifican en
aproximadamente el 10 6 16% de los CNCNP y mas frecuentemente en adenocarcinomas de pacientes
no fumadores jévenes, y sin traslocaciones en el gen ALK. Dichas mutaciones, suelen afectar a los
exones 18-21. La activacién de este receptor, supone una ventaja para la proliferacién, al frenar la
apoptosis e inducir rutas oncogénicas. La determinacién de estas mutaciones, permite la seleccién de
pacientes susceptibles de responder al tratamiento con inhibidores tirosina-quinasa de EGFR (Erlotinib
y Gefitinib) [2].

Para la determinacion de EGFR, se recomiendan métodos de alta sensibilidad, como la PCR en
tiempo real, COBAS, EGFR Mutation Test (Roche Molecular Systems). Las muestras 6ptimas son tanto
bloques celulares como extensiones citoldgicas procedentes de adenopatias mediastinicas o PAAF de
masa pulmonar guiada por TC, siempre y cuando haya una cantidad suficiente de celularidad tumoral.
Para garantizar el éxito de la técnica, debemos disponer:

e En el caso de bloques celulares, de una seccién tefida con hematoxilina-eosina que muestre
la presencia de células tumorales, y una cantidad suficiente de secciones sin tefir, para la
obtencion del material.

e En el caso de las extensiones citolégicas, de los propios cristales para poder obtener el
material.

La secuencia de pasos para realizar la técnica, es:

e Desparafinar las muestras, pasar por bafios de etanol de 100-96° y secar al aire.
e Microdiseccién del material, centrdndonos en la zona tumoral, y obviando las no tumorales.
e Extraccion del ADN en “buffer de lisis y proteinasa K.
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e Pasada 24 horas, inactivacién de la proteinasa K.

e Purificacién del ADN extraido.

e Cuantificacion del ADN extraido y purificado, para que cada muestra lleve la cantidad
adecuada del mismo.

e Preparacion de la microplaca que debe llevar, soluciones de MMx1, MMx2, MMx3, magnesio,
control positivo, control negativo, y muestras dispuestas en los pocillos de forma adecuada.

e Sellar la microplaca.

e Comienzo de la PCR en tiempo real en COBAS Z 480 Analyzer.

Otros métodos de deteccion pueden ser:

e Secuenciacion directa. Método basado en sintetizar, de forma secuencial, una hebra de ADN
complementaria a otra hebra de cadena simple, (molde), en presencia de ADN polimerasa, los
cuatro DNTP’s que componen la secuencia de ADN, y los 4 DDNTP’s o nucleétidos de parada.
Estos ultimos, interrumpen la sintesis de la nueva hebra, cada vez que uno de ellos es
incorporado por la polimerasa. Asi, se obtienen fragmentos secuenciales de distinto tamafio.

e Pirosecuenciacion. Método basado en el anterior, con la particularidad consistente en
permitir determinar el orden de la secuencia mediante luminiscencia. Esto es, detecta el
pirofosfato liberado cuando los nucleétidos son incorporados, y asi, se genera una sefal
luminosa.

e Analisis de fusién de alta resolucién. Basado en el estudio y comparacién de curvas de
fusién en las cadenas de ADN [3].

DETERMINACION MOLECULAR DEL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO
Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Con la reaccién en cadena de la polimerasa podemos obtener millones de copias de una secuencia
de ADN en pocas horas. Llevada a cabo por primera vez en 1983 por Kary Mullis, se realiza in vitro el
proceso de replicacién del ADN. Este método, estd basado en la accién de la polimerasa, enzima que
dirige la sintesis de ADN, para obtener, partiendo de una cadena simple de ADN, su complementaria.
Asi, sélo necesitaremos una pequena fraccion de ADN para dar comienzo a la sintesis. Para que la
reaccion se efectiie de forma dptima, necesitaremos los siguientes elementos:

e ADN problema para amplificar e identificar.

e Oligonucledtidos cebadores o primers, que se unen a los extremos del ADN problema.

e Desoxirribonucleétidos DNTPsde A, G, C, T.

e Taq polimerasa, aislada de la bacteria Thermus acuaticus, la cual es termo-resistente y cuya
actividad depende de magnesio, pero admite la desnaturalizaciéon in vitro a 95°C.

Para realizar la técnica, utilizamos muestras ginecoldgicas procedentes de citologia en medio
liquido.

Procedimiento técnico:

El procedimiento técnico, comienza con la preparacién de la muestra. Es decir, extraccion y
purificaciéon de la misma. Hay que apuntar que dicha purificacion puede ser realizada por medios
mecdanicos o manuales, usando columnas. La PCR comienza con la amplificacion de la muestra
purificada. Esencialmente, un ciclo de amplificacién se lleva a cabo por tres reacciones:

e Desnaturalizacién del ADN bicatenario a 95°C, con la consiguiente separacion de las hebras
de ADN.

e Hibridaciéon de los cebadores, que se unen a los extremos del ADN problema. Esto ocurre
entre 50y 70°C.
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e Polimerizacién o sintesis de la nueva cadena, gracias a la Taq polimerasa, que afnade DNTPs
complementarios. Lo cual ocurre a 72°C.

Seguidamente hay que desnaturalizar los productos amplificados a 95°C. Los productos
amplificados desnaturalizados se transfieren a pocillos con microarrays en el fondo, donde se produce
la hibridacion con sondas especificas [4].

Finalmente, se procede a la adicién del conjugado y posterior revelado. Lo que ocurre basicamente
es que los productos amplificados por PCR y marcados con biotina hibridan con sondas
complementarias especificas.

A continuacion, tienen lugar dos pasos de incubacién secuenciales:

e Conun conjugado de estreptavidina peroxidasa.
e Con un sustrato de o-dianisidina.

Asi, se producira una sefal en las regiones donde hay hibridacién especifica, entre los productos
amplificados y sus sondas, para pasar al andlisis e interpretacion de los resultados [5]. Dicha
interpretacién puede ser mecanica o manual, usando en este Ultimo caso electroforesis en gel de
agarosa.

Métodos directos de amplificacion previa

Captura de hibridos: Identifica algunos de los tipos de HPV carcinogénicos. Forma hibridos de
ADN viral con sondas de ARN, que se identifican mediante anticuerpos especificos y una solucién
quimio-luminiscente. Para el revelado es necesario un luminémetro. Es la prueba mds antigua
aprobada por la FDA. Tiene alta sensibilidad, pero su especificidad es limitada.

Care HPV: Tiene igual principio que la anterior, pero automatizada y mds rapida. Se realiza la
desnaturalizacion del ADN, la hibridacién con la sonda de ARN, la captura y deteccion del hibrido, y
finalmente se amplifica la sefal.

GP5+/GP6-BIO PCR-EIA: No se utiliza en programas de cribado, solamente en ensayos, y estd
validada a nivel clinico. Utiliza primers GP5+/GP6+BIO que amplifican un fragmento de la regién L1
del HPV. Los productos amplificados hibridan con oligonucleétidos especificos. La deteccion se realiza
con ensayo inmunoenzimatico.

Cervista HPV HR: Prueba de diagnéstico in vitro que utiliza dos tipos de reacciones isotérmicas
simultaneas como método de amplificacion de secuencias especificas de ADN. La primera reaccion
ocurre en la secuencia de ADN objetivo, y la segunda produce una sefal fluorescente. El equipo
cuenta con control negativo interno, para reducir falsos negativos en caso de haber bajo nimero de
células.

Cervista HPV 16/18: Amplificacién y genotipadolgual tecnologia que el anterior, pero mas
sensible y reproducible. El control interno, verifica la calidad de la muestra, pero en aquellas con
errores en su toma o bajo nivel viral, puede inducir a falsos negativos.

Pruebas de amplificacion y genotipado en tiempo real

En la PCR en tiempo real se amplifica y simultdneamente se cuantifica de forma absoluta el
producto de amplificacion del ADN.

COBAS 4800

e Puede detectar catorce tipos de HPV de alto riesgo. Como control interno utiliza un gen Beta-
globina que garantiza la extraccion, amplificacion e integridad de la muestra. Aprobado por
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la FDA para cribado primario. El equipo esta totalmente automatizado con termociclador y
software, utilizando primers para la regién L1 del HPV. La extraccién del ADN de las muestras
y el anadlisis, se incluyen en el procedimiento de la PCR en tiempo real.
e Entre sus ventajas encontramos:
« Reduccién del tiempo en el proceso, de movimientos repetitivos por parte del personal
técnico y de residuos bioldgicos.
. No presenta reacciones cruzadas con serotipos no carcinogénicos.
e Entre sus inconvenientes encontramos:
. El personal que realice la prueba habra de estar especializado en PCR y manejo de
COBAS 4800.
. Un numero bajo de copias del virus o presencia de inhibidores de PCR puede originar
falsos negativos.

ABBOTT Real Time.

e Proceso cualitativo in vitro y completamente automatizado, que puede detectar catorce
genotipos de HPV de alto riesgo. El equipo estd compuesto por una unidad que prepara la
muestra, y el analizador que realiza la PCR en tiempo real. Utiliza multiples primers para la
amplificacion. La deteccion de los productos de amplificacion, se puede realizar con:

« Moléculas fluorescentes intercaladas en la doble cadena, tales como SYBR green.
« Hibridacién por sondas como Tagman.
+ Cebadores fluorescentes, etc.
e Laventaja mas destacada es que el uso de sondas aumenta la especificidad de la reaccién.

Métodos de deteccion de ARNm

Las oncoproteinas E6 y E7 del HPV, regulan el proceso carcinogénico y la sobreexpresion de sus
genes son un marcador para el cdncer de cuello cérvico-uterino (CCU). Se cree que la deteccion de la
expresion de estos oncogenes, puede ser mas especifica que las pruebas de ADN-HPV para la
prediccién de riesgo de CCU.

APTIMA HPV ASSAY:

e Prueba cualitativa que detecta la expresién de ARNm de las oncoproteinas E6 y E7 de 14 tipos
de HPV de alto riesgo, utilizando PCR en tiempo real. El control interno incorporado supervisa
la captura, deteccion y amplificacidn, asi como errores humanos y del instrumento [6].
e Como ventaja destacada, puede analizar 250 muestras en 5 horas.
e Entre sus inconvenientes encontramos:
« No hasido evaluado en personas vacunadas.
. Ladeteccién de ARNm depende del nimero de copias de la muestra.
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La citologia en el laboratorio de
inmunohistoquimica

M de los Angeles Cerén Nieto
Hospital Universitario Clinico San Carlos.

La aplicacién de las inmunotinciones en el diagnéstico en citologia ha sido paralelo a los progresos
que se han experimentado en la patologia quirurgica. El origen de la inmunohistologia data de los
trabajos de Albert Coons en 1941 cuando utilizaba anticuerpos marcados con isocianato de
fluoresceina. Su uso en citologia se generalizé en los afios 80 y posteriormente en Acta Citoldgica
entre 1991 y 1994 fueron publicados mas de 100 articulos describiendo el uso de esta técnica. Es
sencillo habitualmente decir en citologia convencional si una lesién es benigna o maligna, pero
precisar el tipo exacto de tumor puede ser mas dificil. Aunque la histologia permite llegar al
diagnéstico definitivo en la mayoria de los casos, existe un pequefo grupo de lesiones que
simultdaneamente expresan marcadores asociados con 2 o mas lineas de diferenciacién que no podran
ser clasificados por esta técnica [1].

En el laboratorio de inmunohistoquimica (IHQ) se usan anticuerpos para la determinacién de
ciertos marcadores denominados antigenos en una muestra de tejido, lo que permite al patélogo dar
el diagndstico mas preciso. Al laboratorio de IHQ puede llegar el material citolégico de dos formas:

e Bloques celulares, incluidos en parafina.
e En portaobjetos, teiidos con Papanicolaou o fijados en etanol de 96° (extensiones para el
diagnéstico clinico).

BLOQUES CELULARES:

Con el uso de bloques celulares se suele obtener mejores resultados. Esto se debe a la mayor
representacion de células y a la posibilidad de poder hacer tantas técnicas como cortes permita el
bloque obtenido. En cambio, si es a través extensiones citoldgicas, se dispone tan sélo de los cristales
de la extensién que se hayan podido obtener en el momento de la toma de la muestra.

Volviendo al bloque celular, tras su elaboraciéon en el laboratorio de citologia se procesa como una
biopsia normal:

e  Fijacion en formol al 10%.

¢ Inclusién en parafina.

e Realizacién de bloque.

e Cortes a 4 micras recogidos en portas tratados para IHQ.

e Secara 1ha60°C.

e Introducir en el inmunotenidor donde se procedera a realizar la recuperacién del epitopo.
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PORTAS TENIDOS CON PAPANICOLAU O FIJADOS EN ETANOL DE 96°
Procesamiento:

e Recibimos los portaobjetos tefidos con Papanicolaou o fijados en etanol de 96° por parte del
laboratorio de citologia.

e Despegamos el film o cubreobjetos del portaobjetos: para ello, metemos la muestra en una
coplin jar con acetona pura, que cubra el portaobjetos y lo dejamos hasta que por si solo se
despegue el film o cubreobjetos, asi no arrastraremos ninguna célula del portaobjetos.

e Una vez separado el film, retiramos la acetona pura y la sustituimos por xileno unos 5
minutos. Pasado este tiempo, lo sustituiremos por etanol puro o 100° unos dos minutos y
luego por etanol de 96° otros dos minutos.

e Posteriormente se lava el portaobjetos con agua destilada comprobando que el portaobjetos
quede limpio y no blanquecino. Si sucediera que se quedara blanquecino, deberiamos repetir
el proceso.

e Parafinalizar el proceso, seguiremos el procedimiento de una IHQ normal (inmunoteiidor).

Problemas técnicos: Los problemas técnicos ocurren por multiples razones, las mas comunes son:

e Extendidos de mala calidad y/o mal fijados.

e Extendidos con mezcla de células malignas de diferentes partes del tumor y con células
benignas.

e Diluciones inapropiadas.

e Condiciones del laboratorio inadecuadas que alteran la especificidad del anticuerpo.

e Extendido con escasa cantidad: es crucial que el citopatélogo esté satisfecho con el nimero
de células en las que va a basar su diagndstico.

En conclusion, el uso de la IHQ es una ayuda diagndstica que ha demostrado, al igual que en la
patologia quirurgica, ser altamente sensible y especifica para la realizacion de tinciones antigeno-
anticuerpo que nos ayuda a confirmar un diagnéstico y dirigir el tratamiento personalizado, lo que
supone al paciente el beneficio de evitar procedimientos altamente invasivos.
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El no hacer en citologia

Eva Rodriguez Escudero’, Rosa Maria Rodero Villanueva', Patricia Barreiro Sanabria’, M de los
Angeles Cerén Nieto’, Maria del Mar Olmo Fernandez?

1. Servicio de Anatomia Patoldgica, Hospital Universitario Clinico San Carlos, Madrid.
2. Servicio de Anatomia Patolégica, Hospital del Henares, Coslada, Madrid.

Como en todo en la vida y en todas las profesiones, a lo largo del tiempo uno se da cuenta por
experiencia de que hay cosas que no debemos seguir haciendo., pues «Rectificar es de sabios». En este
capitulo se plasman qué cosas no se deben hacer en citologia, tanto en la recepcién de las muestras,
en el laboratorio, durante el procesamiento, en las técnicas aplicadas y en el diagndstico.

Nunca recoger una muestra no identificada correctamente. Es necesario la devolucién de la
muestra cuando exista discordancia en los datos de filiacién.

No admitir peticiones, ya sean en papel o electrénicas, donde no se especifiquen
adecuadamente el tipo de muestra objeto de estudio y los datos clinicos.

No admitir muestras recogidas en envases no adecuados para estudio citolégico, mal
conservadas o manipuladas incorrectamente por personal ajeno al servicio de anatomia
patoldgica.

No admitir muestras citolégicas inadecuadamente fijadas.

Si no hay suficiente material para poder procesar la muestra, es necesario indicarlo y pedir
repetir o directamente especificar que la muestra es insuficiente.

No entregar portas para estudio microscépico sin valorar adecuidad y calidad técnica.

No utilizar reactivos caducados, mal identificados o incorrectamente almacenados.

No aplicar protocolos de trabajo técnico sin previa validacién de resultados.

No incumplir las programaciones de mantenimiento preventivos, asi como los correctivos de
los equipos de trabajo.

No realizar screenning citoldgico a «ciegas» sin conocer datos clinicos y tipo de muestra.

QUE NO HACER EN LOS LABORATORIOS DE INMUNOHISTOQUIMICA

No realizar técnicas citoquimicas ni inmunohistoquimicas sin controles externos.

No utilizar extensiones citoldgicas que estén en cristales normales. Siempre deben ir en
cristales especiales tratados para que no se desprenda el material.

No introducir el portaobjetos en el inmunotefidor cuando esté sucio (turbio). Tiene que estar
limpio, transparente.

QUE NO HACER EN TECNICA DE FISH

No se debe hacer técnica de FISH en muestras previamente tefiidas con inmunohistoquimica
o con Papanicolaou. La tincién de fondo impide la visualizacion de la fluorescencia.
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e No hacer técnica de FISH en muestras que no estén en cristales tratados: corren el riesgo de

desprenderse.
¢ No hacer técnica de FISH en muestras que no tengan la concentraciéon adecuada de células
tumorales.
QUE NO HACEREN PCR (HPV)

e No hacer extraccion ni purificacidon en la misma estancia que la amplificacion-visualizacién,
por riesgo de contaminacion.

e No se recomienda hacer extraccidn y purificaciéon bajo campana de flujo laminar.

e No se debe romper la cadena de frio en muestras de ADN extraido y purificado.

QUE NO HACER EN EL TRANSCURSO DE CONTROL DE UNA PAAF

e No comenzar la prueba clinica de PAAF sin el consentimiento informado firmado.

e No conformarse nunca con poco material. Si el transcurso clinico de la PAAF es el habitual y
no existe riesgo para el paciente, debemos asegurarnos que se obtiene material suficiente no
solo para el diagndstico sino para todos los estudios complementarios que sean
potencialmente requeridos en funcién de la patologia del paciente.

e Si es necesario, solicitaremos que se pinche de nuevo al paciente y asi debemos
comunicarselo al responsable de hacer la puncién.

e No realizar ninguna prueba PAAF sin valoracion in situ del material (ROSE) por parte del
Patélogo o TSAPyC

La lectura de estas recomendaciones, a buen seguro dara pie a la identificacién por el lector de
algunas mas. Este capitulo por tanto, queda abierto a futuras ediciones.
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INTRODUCCION

La enfermedad por coronavirus 2019 (COVID19) fue declarada pandemia por la Organizacién
Mundial de la Salud (WHO) el 11 de marzo de 2020. Es la primera pandemia causada por un
coronavirus, severe acute respiratory sindrome coronavirus-2 (SARS-CoV2), que es un miembro de la
familia de beta coronavirus [1]. La emergencia surge en diciembre de 2019 con casos comunicados
desde Wuhan, capital de Hubei, provincia sur central de la Republica Popular de China y desde alli se
extiende a mas de 190 paises por todo el mundo. El conocimiento exacto de su fisiopatologia, su curso

y su tratamiento no se han entendido hasta bien avanzada la pandemia.
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En Espafia el primer caso fue diagnosticado el 31 de enero de 2020 en La Gomera y el primer
fallecimiento conocido ocurrié el 13 de febrero en Valencia. Se estima que la pandemia ha causado en
Espafia més de 70.000 muertes, 50.000 de ellas confirmadas por PCR. Redactamos este articulo doce
meses después del comienzo de la pandemia y las distintas fuentes confirman que al menos 1,8
millones de personas en todo el mundo han muerto como consecuencia de la COVID-19. Aunque los
datos no son exactos, debido a los desiguales registros de los paises, si se conoce con fuerte evidencia
la trasmisién aérea de este virus, creando muchisimos asintomaticos silenciosos, lo que ha provocado
un estado de alarma generalizado que ha tenido varias manifestaciones: ansiedad y pdnico en la
primera ola y desconcierto en la segunda y tercera olas porque, aunque ya se dispone de una vacuna,
han surgido variantes mutacionales del virus que pueden llegar a hacerlo hasta un 60% mas
infeccioso. De cualquier forma, alin con el enorme esfuerzo que debe hacerse en materia de salud
publica, no se conseguirdn niveles de inmunizacién seguros hasta, al menos, un afo desde la puesta
en marcha del programa de vacunacién poblacional (finales del 2020 en Espafia).

Por todas estas razones, y en consonancia con el resto de Sociedades Europeas de Patologia, la
Junta Directiva de la SEAP encarga al Grupo de Gestién Aplicada y Calidad la elaboracién de unas
recomendaciones ajustadas a los cambios en bioseguridad que la pandemia de SARS-CoV2 ha
introducido en la actividad diaria de los servicios de anatomia patoldgica. Si bien la rutina sigue siendo
la misma y los medios de los que disponemos para realizarla no han variado sustancialmente, el
cambio, desde el punto de vista de este grupo de trabajo, se ha producido en la percepcién del riesgo
que tenemos respecto a las muestras que recibimos y a las medidas que debemos de adoptar en su
procesamiento.

Durante esta pandemia, debemos considerar que cualquier muestra biolégica humana, obtenida
en la practica habitual y cuyo fin sea un diagnéstico clinico, puede ser portadora de SARS-CoV2 y
poner en peligro nuestras vidas. La muestra ya no es s6lo un material biolégico con fines diagnésticos,
sino que puede convertirse en el vector de transmisién de una enfermedad que ha cobrado relevancia
por generar una pandemia. Ya conociamos los riegos con VIH, VHB, Ebola... pero nunca hemos tenido
que adoptar pautas procedimentales generales como las que ahora nos vemos obligados a incorporar
a nuestra rutina. La elaboracion de estas recomendaciones ha requerido una visién multidisciplinar de
varios grupos de trabajo de la SEAP y las propuestas deben conseguir un doble objetivo: por un lado,
reducir el riesgo de infeccién para los profesionales de nuestros servicios y por otro, seguir
manteniendo la calidad de nuestras prestaciones durante esta pandemia.

Por otro lado, una preocupacién manifiesta de la Junta Directiva constituye el debate la era post
COVID-19. Lo que aporta este documento no es sino una aproximacion, tal vez necesaria, para abrir
este debate, siempre asumiendo que probablemente hemos dejado variables pendientes de
discusion. Debe entenderse este apartado como un punto de partida que debera tomar tierra en cada
uno de los servicios con su propia realidad, su propio personal y en el contexto en el que desarrolla su
trabajo.
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Figura 1. Institutos Nacionales de la Salud de Estados Unidos (NIH). Una imagen digitalmente
aumentada de una muestra de un paciente que presenta células (en verde) marcadamente infectadas
con la particula de virus SARS-CoV2 de color purpura.

DEFINICION Y CLASIFICACION DEL RIESGO ASOCIADO A SARS-COV2: ESTRATEGIAS PARA SU
REDUCCION DURANTE LA PANDEMIA

EL RIESGO ASOCIADO A COVID-19

Tal como indican las pautas de bioseguridad de laboratorio para el manejo y procesamiento de
muestras asociadas con la enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19) [2], la evaluacion del riesgo
biolégico es un proceso analitico que comprende diferentes pasos: a) caracterizacion del peligro
(evaluacién de riesgos) y b) definicion de una estrategia de reduccién de riesgos (mitigacién de
riesgos).

La OMS [3] clasifica el riesgo intrinseco por agentes infecciosos en 4 grupos (tabla 1). De acuerdo al
consenso internacional, COVID-19 debe ser clasificada como una enfermedad causada por un agente
bioldgico del grupo 3 (RG3): Alto riesgo individual, bajo riesgo comunitario. Un agente patégeno que
pueda causar una enfermedad grave en el hombre y presente un serio peligro para los trabajadores; existe
el riesgo de que se propague en la colectividad; pero existen generalmente una profilaxis o tratamientos
eficaces [4].

Los datos aportados por el Ministerio de Sanidad de Espafia indican que, en los primeros dias de
2021, el nimero de casos confirmados en el mundo era de 83.715.617, en Europa de 26.282.179 y de
1.958.844 en Espana. Entre los casos comunicados a la OMS, el 3% fueron criticos, el 15% severos y el
82% leves [5]. Aun cuando el nimero de pacientes que necesitan hospitalizacién es bajo, un
metanalisis realizado con 50.466 pacientes hospitalizados mostré que el 18% tenia una enfermedad
grave y que el 15% desarroll6 un sindrome de distrés respiratorio agudo [6]. Si bien el brote de COVID-
19 ha sido en promedio menos severo que el de SARS, en el cual la mayoria de pacientes tenian
enfermedad grave y de ellos el 20-30% requirié cuidados intensivos (incluida la ventilacién mecanica),
su caracter de pandemia limita la utilizaciéon de los recursos y obliga a reducir al méximo la trasmisién
del virus. En el brote de COVID-19 en China la duracion de la diseminacién viral varié de 8 a 37 dias.
Los supervivientes tuvieron una duracion media de contagiosidad de 20 dias y ésta se mantuvo hasta
la muerte en los casos fatales [7].
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Tabla 1. Clasificacién del riesgo intrinseco por agentes infecciosos. Fuente: World Health Organization.
Laboratory biosafety manual. 3rd ed. Geneva, 2004. https://www.who.int/csr/resources/publications/
biosafety/Biosafety

Microorganismos, con inclusion de los
genéticamente modificados, cultivos celulares
Agente biolégico y endoparasitos humanos, susceptibles de
originar cualquier tipo de infeccién, alergia o
toxicidad.

Grupo de Riesgo 1 (riesgo individual y | Agente biolégico que resulte poco probable
comunitario nulo o bajo) que cause enfermedad en el hombre.

Un agente patégeno que pueda causar una
enfermedad en el hombre y pueda suponer
Grupo de Riesgo 2 (riesgo individual | un peligro para los trabajadores; es poco
moderado, riesgo comunitario bajo) probable que se propague a la colectividad;
existen generalmente profilaxis o}
tratamientos eficaces.

Un agente patégeno que pueda causar una
enfermedad grave en el hombre y presente
Grupo de Riesgo 3 (alto riesgo individual, | un serio peligro para los trabajadores; existe el
bajo riesgo comunitario) riesgo de que se propague en la colectividad;
pero existen generalmente una profilaxis o
tratamientos eficaces.

Un agente patdbgeno que cause una
enfermedad grave en el hombre y suponga
Grupo de Riesgo 4 (alto riesgo individual y | un serio peligro para los trabajadores; existen
comunitario) muchas probabilidades de que se propague
en la colectividad; no existen generalmente
una profilaxis o un tratamiento eficaces.

EL RIESGO ASOCIADO A ANATOMIA PATOLOGICA

La magnitud de todos estos datos induce a crear una estrategia para la reduccién del riesgo en
nuestros servicios, que debe abordarse desde cuatro puntos de vista:

1. Niveles de bioseguridad en el laboratorio
2. Tipo de equipos de proteccién individual
3. Tipos de infraestructura y equipamiento

4, Formacién del personal involucrado
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Niveles de bioseguridad en el laboratorio de anatomia patoldgica

La bioseguridad en los laboratorios se clasifica en 4 niveles (BSL-1 a BSL-4) segun el manual de
bioseguridad de la OMS (tabla 2) y es recogida en la legislacion espafiola en el Real Decreto 664/1997,
de 12 de mayo, sobre la proteccion de los trabajadores contra los riesgos relacionados con la exposicion a
agentes biolégicos durante el trabajo.

Tabla 2. Relacion de los grupos de riesgo con los niveles, las practicas y el equipo de bioseguridad.

Grupo de riesgo

Nivel de
Bioseguridad

Laboratorio tipo

Practicas en
laboratorio

Equipamiento de
seguridad

Nivel 1 Bioseguridad
basica

Docencia basica e
investigacion

GMT

Ninguna; trabajo de
banco abierto

Nivel 2 Bioseguridad

Servicios de salud
primaria; servicios de

GMT plus mas ropa

Banco abierto mas BSC

2 .. . . protectora, sefal de para posibles
basica diagnéstico, . .
. o peligro biolégico aerosoles
investigacion
- . Como nivel 2 mésropa | BSCy/u otros
. . . Servicios especiales de . . - o
Nivel 3 Bioseguridad . . especial, acceso dispositivos primarios
3 . diagnéstico, )
de contencién ) o controlado, flujo de para todas las
investigacion N .
aire direccional actividades
X ) BSC Clase lll, o trajes
Como nivel 3 mas 9 .
entrada de esclusa de de presién positiva
Nivel 4 Bioseguridad Unidades de . ) junto con BSC Clase I,
4 aire, salida de ducha,

de maxima contencion

patégenos peligrosos

eliminacion de
desechos especiales

autoclave de dos
extremos (a través de

la pared), aire filtrado

BSC, (biological safety cabinet) cabina de seguridad biolégica; GMT, (good microbiological techniques)
buenas técnicas microbioldgicas. Fuente: World Health Organization. Laboratory biosafety manual. 3rd
ed. Geneva, 2004. https.//www.who.int/csr/resources/publications/ biosafety/Biosafety

Sin embargo, es necesario definir procedimientos que minimicen el riesgo en todos los
laboratorios que manipulen células y tejidos. Las recomendaciones de bioseguridad asociadas a
COVID-19 realizadas por la OMS en mayo de 2020 sostienen que todos aquellos laboratorios que
trabajen con procedimientos no propagativos (non-propagative diagnostic laboratory work) deben
contar con una instalacién del nivel 2 de bioseguridad (BSL2) [8]. Aunque este documento no se
refiere especificamente a laboratorios que manipulan células y tejidos, tal como dice Fernando Lopez-
Rios y col. [9], las actividades de patdlogos y personal técnico dentro de tales laboratorios puede
considerarse «no propagativa». Del mismo modo, The Centers for Disease Control and Prevention [10]
aconseja que las actividades de patologia quirtrgica y andlisis moleculares realizados con muestras
pertenecientes a pacientes afectados por COVID-19, pero fijadas o inactivadas por formol, deben
llevarse a cabo en un laboratorio con nivel 2 de bioseguridad (BSL2). Debemos tener en cuenta que el
nivel de seguridad estd disefado para proteger al personal del laboratorio, al medio ambiente y a la
comunidad. Ademas, debe considerarse que el nivel de bioseguridad requerido en los laboratorios se
deriva de la caracterizacion del riesgo y no del grupo de riesgo al que pertenece el agente patégeno.
Asi un laboratorio que cultiva un agente patégeno vivo (RG3) requerira niveles de bioseguridad mas
altos que otro que trabaja con el mismo agente patégeno inactivado en servicios de diagndstico
(RG2).
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En Espana, el manejo de muestras para el personal de los laboratorios clinicos (bioquimica,
hematologia, inmunologia, anatomia patoldgica y microbiologia) es definido por las unidades de
prevencién de riesgos laborales como laboratorios de nivel de bioseguridad BSL-2. Las practicas de
trabajos estandares descrita, en el Procedimiento de actuacion frente a casos de infeccién por el nuevo
coronavirus (SARS-CoV2), por Ministerio de Sanidad [11] a realizar en una instalaciéon BSL-2 son:

Examen anatomopatolégico y procesamiento de tejidos fijados con formol o tejidos
inactivados.

Estudios de microscopia electrénica con rejillas fijadas con glutaraldehido.

Examen de rutina de cultivos bacterianos y fungicos.

Tinciones de rutina y andlisis microscépico de frotis fijados.

Empaquetado de muestras para su transporte a laboratorios de diagnéstico.

Muestras inactivadas (p. ej. muestras en tampén de extracciéon de acidos nucleicos)

En el mismo documento se describen las actividades que implican la manipulacién de muestras
potencialmente infecciosas que deben realizarse, como minimo, en una cabina de seguridad BSC de
Clase Il. Por tanto, se debe realizar una evaluacién de riesgo especifica del sitio para determinar si se
precisan mayores precauciones de seguridad en caso de:

Alicuotar y/o diluir muestras

Inactivacién de muestras

Inoculacién de medios de cultivo bacterianos o micolégicos

Preparacion y fijacion quimica o térmica de frotis para analisis microscopico.

Tipos de equipos de proteccién individual para el laboratorio de anatomia patolégica

La SEAP/SEC en su documento del 30 marzo 2020 [12] ya describe que:

El procesado de la muestra en fresco se debera realizar bajo campanas de seguridad (flujo
laminar), siempre que estén disponibles (altamente recomendable).

El personal técnico deberd utilizar las protecciones recomendadas: bata verde desechable,
guantes y mascarilla quirdrgica, FFP2 o FFP3. No es necesario el uso de gafas protectoras -si
se trabaja bajo una campana-.

Una vez procesada la muestra se deben desechar la bata y los guantes y depositarlos juntos
en un contenedor especifico para material contagioso.

Los procedimientos que puedan generar aerosoles de particulas finas (p. ej. agitacién o
sonicacion de muestras en tubo abierto) deberan realizarse en una campana de seguridad
bioldgica de clase Il y deberan usarse dispositivos de contencidn fisica adecuados (rotores de
centrifuga adecuados, cubetas de seguridad para la centrifuga, rotores sellados).

Mascarillas quirdrgicas, son las que el personal sanitario deberd utilizar preferiblemente
durante su jornada laboral. Estas durardn 24 horas y se recomienda cambiar si se detecta
algun deterioro o suciedad en ellas.

Se recomienda llevarlas durante toda la jornada laboral aun cuando no exista exposicién
directa en la manipulacién con muestras COVID-19+. Se recomienda cambiarlas todas las
veces que sea necesario previo al lavado de manos. Es importante hacer la sustitucion de la
mascarilla con manos limpias. También es necesario ajustarse correctamente la mascarilla.
Mascarillas FFP2/FFP3, es recomendable utilizar este tipo de mascarillas en situaciones en las
que se manipulen muestras confirmadas COVID-19+ o potencialmente sospechosas y puedan
producirse aerosoles. Las mascarillas FFP2/FFP3 pueden tener una reutilizacion semanal,
siempre que no muestren indicios de deterioro. Para preservar su limpieza se recomienda
poner una mascarilla quirdrgica encima y evitar manchados accidentales. Es necesario
ajustarse correctamente la mascarilla.

298 1 LIBRO BLANCO DE LA ANATOMIA PATOLOGICA EN ESPARA 2021



Recomendaciones SARS-COV2: Bioseguridad en patologia quirdrgica, citologia y autopsias. Retorno a la normalidad

Tipos de infraestructura y equipamiento para el laboratorio de anatomia patolégica

Todas las actividades que impliquen el uso de material potencialmente infeccioso no fijado/fijado
de forma no adecuada, deben llevarse a cabo en campanas de bioseguridad. Constituyen el principal
elemento del equipo de contencidn fisica del laboratorio, sirviendo de barreras primarias para evitar el
paso de aerosoles a la atmosfera de trabajo.

Estas estructuras estén disefiadas para proteger al usuario y al ambiente de los riesgos asociados al
manejo de material infeccioso y de otros materiales biolégicos peligrosos, excluyendo productos
radiactivos, téxicos y corrosivos, para los cuales se recomiendan otros tipos de cabinas. Hay de tres
clases: I, Il y lll. Nos ocuparemos mas adelante de las requeridas dependiendo de la actividad de
nuestros laboratorios.

Cabinas de seguridad biolégica de clase Il [13]: Estan destinadas a proteger a los usuarios, a los
materiales manipulados y al medio ambiente, de los riesgos biolégicos leves o moderados.

Figura 2. Cabina de seguridad bioldgica de clase Il con un sélo motor (A) y con dos motores (B). Estas
cabinas estan abiertas parcialmente por delante, existiendo una corriente de aire descendente de flujo
laminar, uniforme y unidireccional, que atraviesa un filtro de alta eficacia. El flujo laminar que proviene
del filtro protege el producto, mientras que el procedente del exterior de la cabina protege al
operador. Ambos flujos de aire son conducidos a través de unas rejillas situadas en la parte delantera y
trasera de la superficie de trabajo hasta un plano desde donde se redistribuye el aire.
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Existen dos tipos basicos de cabina de seguridad de clase II: Tipo A con un solo motor y tipo B con
dos motores, si bien ninguno de los dos tipos previene de las exposiciones por contacto directo con
los materiales o agentes infecciosos.

Cabina de seguridad biolégica de tipo Il clase A: El volumen de aire recirculado sobre el drea de
trabajo en estas cabinas es del 70%, siendo extraido el 30% restante. La velocidad del aire de entrada,
para una abertura frontal de 20 cm, debe ser del orden de 0,4 m/s. En cuanto a la velocidad del aire del
flujo laminar descendente se recomienda que no sea inferior a 0,4 m/s.

Cabina de seguridad biolégica de tipo Il clase B: En estas cabinas, el volumen de aire recirculado
sobre el drea de trabajo es del 30%, mientras que el 70% restante es extraido. La velocidad del aire de
entrada para una abertura frontal de 20 cm debe ser de unos 0,5 m/s y la del aire del flujo laminar
descendente de 0,25 m/s, aproximadamente.
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Formacion del personal involucrado en laboratorio de anatomia patoldgica

El Ministerio de Sanidad en el marco del Consejo Interterritorial de Salud, publicé en 2015 una Guia
de Bioseguridad para los profesionales sanitarios en donde se detalla de manera precisa qué debe
constituir la formacidon bdasica [14] en estas materias. Debe disefarse un mdédulo de formacion
especifica segun la especialidad implicada y en dicho médulo debe contemplarse todas las
particularidades de cada procedimiento de trabajo para valorar los riesgos de un modo mas concreto.

Por supuesto serd necesario evaluar la actividad formativa para asegurar la consecucién de los
objetivos marcados y mejorar la calidad de la formacién dada. Se debe evaluar tanto la cobertura de la
formacion como el impacto de esta formacion en la adherencia al cumplimiento de los
procedimientos y en la disminucién de accidentes.

Como norma general, deberemos trabajar conceptos que son basicos para las buenas practicas y
procedimientos microbiolégicos que deben seguirse segin lo recomendado por la OMS y el CDC.
Estas incluyen la formacion a todo el personal en el uso del equipo de proteccién, limitacion de acceso
al laboratorio, lavado frecuente de manos y uso de EPIs. Por otro lado, hay que hacer visibles algunas
consideraciones respecto a las superficies de trabajo o al «riesgo integral» que deben entrar a formar
parte de la rutina a implementar y mantener en esta pandemia.

El lavado de manos debe realizarse minuciosamente con agua y jabén durante al menos 20
segundos. Como alternativa, si estos no estuvieran disponibles, se puede usar un desinfectante de
manos a base de alcohol que contenga al menos un 62% de concentracién.

El uso de EPIs incluye guantes para todos los procedimientos, una bata desechable o bata de
laboratorio abotonada, proteccién para los ojos y, cuando sea necesario, usar una mascara o pantalla
protectora. Debe evitarse tocar las membranas mucosas de los ojos, la nariz y la boca.

Utilizacién de cabinas de seguridad siempre que se desarrollen procedimientos con riesgo de
producir aerosoles peligrosos, como centrifugacién, trituracion, mezclado, agitacion enérgica,
apertura de envases cuya presion interior difiera de la exterior.

Ademas, debido a que el virus puede permanecer viable en las superficies (especialmente las
superficies de plastico y de acero inoxidable) hasta 72 horas [15], se recomienda descontaminar todas
las superficies de trabajo varias veces al dia. Aparte de los bancos o poyatas del laboratorio, esto
incluye descontaminacion de teclados de los ordenadores, teléfonos y areas de microscopios que se
tocan con frecuencia. Las sustancias quimicas involucradas incluyen, entre otras, etanol
(concentracidon minima de 62% -71%), peréxido de hidrégeno al 0,5%, amonio cuaternario, hipoclorito
de sodio (0,1%), y una variedad de soluciones acidas en diversas concentraciones. Estas sustancias
deben usarse con las instrucciones de desinfeccion recomendadas por el fabricante y las
recomendaciones de tiempo de contacto (es decir, el tiempo que la superficie permanece himeda
que puede oscilar entre 30 segundos y 10 minutos) adecuadas para inactivar el coronavirus humano.

Llegados a este punto, debemos hacer hincapié respecto a que la COVID-19 debe mantenernos en
una situacion de alerta permanente. Los procesos de automatizacion, en mayor o menor grado,
implantados en nuestros laboratorios implican diversos puntos de contacto manual, necesarios para
la puesta en marcha del sistema y pueden constituir un riesgo de contaminacién o transmision, ya que
el sistema no es auténomo. Una politica de buenas practicas es considerar la totalidad del servicio
bajo el concepto de «riesgo integral» y cualquier drea susceptible de trasmitir patégenos.

Por dltimo, y de cara a una evaluacion sobre la formacidn recibida por el personal de un
laboratorio BLS-2 se deben incluir cuestiones sobre: (a) descontaminacion diaria de todas las
superficies de trabajo, (b) uso de equipos de proteccién personal, (c) eliminaciéon adecuada del
material contaminado, (d) prevencion de lesiones en la piel y exposiciones de las membranas
mucosas, (e) todos los procedimientos que pueden causar infeccién por aerosoles o salpicaduras y la
utilizacién de una cabina de seguridad biolégica (BSC) y (f) percepcidn de riesgo integral.
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ESTRATEGIAS PARA LA REDUCCION DEL RIESGO BIOLOGICO EN EL TRANSPORTE DE MUESTRAS

Para tener una practica segura de control de infecciones en medio de un brote de COVID-19, debe
disefnarse un protocolo robusto de transporte de muestras. Segun las pautas de la OMS [16], todas las
muestras bioldgicas (incluidos hisopos, fluidos corporales, sangre, heces) deben considerarse
potencialmente infecciosas y deben utilizarse los equipos de proteccion individual (EPIs) adecuados
mientras se manipulan. Con respecto al transporte, también seguiremos las recomendaciones de la
OMS [17] atendiendo a las siguientes situaciones:

e Las muestras sospechosas de COVID-19, deben ser transportadas al laboratorio central en
bolsas con cierre hermético de riesgo biolégico, dentro de una caja criogénica a prueba de
fugas y teniendo en cuenta:

« Incorporar una etiqueta de riesgo bioldgico claramente visible con el texto «contiene
muestra COVID-19».

. Las muestras deben entregarse en mano y no enviarse a través de un tubo neumatico
porque aumenta el riesgo de que se pierdan en transito o se produzcan derrames.

. Se deben habilitar de forma preventiva espacios adecuados para la recepcion de
muestras sospechosas de COVID-19 separandolas de las demas.

e Para el resto de muestras no sospechosas y no respiratorias y que deban ser transportadas
a un laboratorio secundario, también se deben considerar las pautas de la OMS para el
transporte de muestras infecciosas. Con este fin, se recomienda que se utilice un «sistema de
triple embalaje» para contener una sustancia infecciosa, que consiste en el recipiente
primario, un segundo embalaje estanco para proteger el recipiente primario y una tercera
capa exterior de embalaje para evitar dafos fisicos al embalaje secundario durante el
transporte (figura 3).

¢ Informacion clinica: Todas las muestras deberan ir acompanadas de informacion clinica
adecuada sobre el estado del SARS-CoV2. En particular, se debe identificar el caso si: a)
positivo para SARS-CoV2, b) sospechoso de SARS-CoV?2.

e Hoja de peticion: Como el virus puede persistir en el papel al menos durante 24h, es
preferible la transmisién electrénica de solicitudes sin papel. En caso de que esto no sea
posible, la hoja de peticién deberd ir en bolsa aparte y siempre considerar el papel como un
medio de contagio.

e Es opcional llevar un registro diario de pacientes u otras personas ajenas al hospital, que
hayan acudido al servicio a traer o recoger algo (nombre y teléfono), con la finalidad de
poderlos identificar y localizar como contactos en caso de contagio. Este registro debera
llevarse en la zona de recepcién de muestras.

Sistema bdasico de embalaje/envasado triple. Como su nombre lo indica, cualquier sistema de
embalaje/envasado triple utilizado para contener una sustancia infecciosa debe constar de tres capas.

e unrecipiente primario;

e un segundo embalaje/envase hermético e impermeable o a prueba de derrames para
encerrar y proteger el recipiente primario; y

e una tercera capa exterior de embalaje/envasado que se utiliza para proteger el
embalaje/envase secundario de dafos fisicos durante el transporte

El recipiente primario, el cual contiene la sustancia infecciosa, debe ser hermético e impermeable a
la sustancia que contiene; es decir, debera ser a prueba de fugas si la sustancia es liquida, o a prueba
de derrame si la sustancia es un sélido. El recipiente primario debera estar debidamente etiquetado en
cuanto a su contenido.

El recipiente primario no debe perforarse, romperse, debilitarse o verse afectado al entrar en
contacto con la sustancia infecciosa. Por ejemplo, el recipiente primario no debera alterar su
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integridad al entrar en contacto con el medio de preservacién utilizado para conservar la muestra de
un paciente.

Si la sustancia infecciosa esta en forma liquida o semiliquida, el recipiente primario debe estar
envuelto en el suficiente material absorbente en caso de rotura o fuga.

Un segundo embalaje/envase hermético e impermeable o a prueba de derrames se utiliza para
cubrir y proteger el recipiente primario y su material absorbente.

Podran colocarse varios recipientes primarios en un solo embalaje/envase secundario, siempre que
contengan sustancias infecciosas de la misma clase. Si el recipiente primario es fragil, cada uno de
estos debe envolverse y colocarse en el embalaje/envase secundario de forma individual o de manera
que se impida el contacto entre si. Puede ser necesario un material de amortiguacion para asegurar
los recipientes primarios dentro del embalaje/envase secundario.

Una tercera capa de embalaje/envase exterior se utiliza para proteger el embalaje/envase
secundario de danos fisicos durante el transporte. Por lo tanto, esta capa debe tener una resistencia
adecuada al peso, tamafno y composicion de los paquetes interiores, a fin de garantizar la proteccion
de los mismos. La dimensién exterior minima debe ser de al menos 100 mm.

Los formularios de datos de espécimen, cartas, documentacidn suplementaria y otros tipos de
informacion que identifiquen o describan la sustancia infecciosa deben colocarse entre el
embalaje/envase secundario y las capas externas del embalaje/envasado. Si es necesario, estos
documentos se pueden pegar con cinta adhesiva en el embalaje/envase secundario.

Figura 3. Sistema basico de embalaje/envasado triple. llustracion creada para la 42 edicién del Manual
de Bioseguridad en el Laboratorio de la WHO
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ESTRATEGIAS PARA LA REDUCCION DEL RIESGO BIOLOGICO EN LA MUESTRA HISTOLOGICA
Principios universales

El proceso de fijacion formélica utilizado en nuestra rutina inactiva muchos virus, por ejemplo,
Ebola [18]. La inactivaciéon de los coronavirus ya fue demostrada por Darnell y col. [19], determinando
que el formol y el glutaraldehido inactivaban el SARS-CoV2 de una manera dependiente de la
temperatura y del tiempo. Si bien la incubacién a 4° C inhibia el efecto de estos fijadores quimicos, a
37° C o temperatura ambiente, el formol disminuia significativamente la infectividad del virus el dia 1,
mientras que el glutaraldehido inactiva el SARS-CoV2 después de incubaciones de 1 a 2 dias.

Duan y col. [20] encontraron que varios coronavirus se volvieron no infecciosos después de los
siguientes tiempos y temperaturas de exposicion: 90 min a 56°C, 60 min a 67°C y 30 min a 75°C. La
inclusion en parafina utiliza una temperatura de 60 a 65°C > 2 horas, por lo tanto, es apropiado
considerar que el bloque de tejido fijado con formol e incluido en parafina tiene un riesgo bajo de
infectividad por coronavirus.

Debemos valorar, no obstante, modificaciones en la recepcién de muestras sobre todo la de piezas
grandes quirurgicas. Las muestras quirtrgicas pueden llegar sin fijar o con una fijaciéon parcial y, por
tanto, hay que tener en cuenta todos los criterios de bioseguridad expuestos para manipular estas
piezas.

Las recomendaciones que hace la Sociedad ltaliana de Anatomia Patolégica y Citopatologia
Diagnéstica [21] es la de suspender el envio de piezas en vacio sin formol si el nivel de seguridad del
laboratorio no garantiza una proteccién adecuada. Aquellas piezas enviadas en formol pero que
requieran secciones antes de su procesamiento, se manipularan con la habilidad suficiente sin sacarlas
de su suspension en formol y las que requieran inyeccién directa en el 6rgano (p. ej. pulmén) se
manipularan igualmente en la suspensién de formol.

Como norma general, no se realizara la talla de la pieza hasta su fijacion completa, aunque se han
descrito excepciones a esta norma. Guerini-Rocco y col. [22] comunican la deteccién de SARS-CoV-2
en muestras de reseccién quirdrgica del carcinoma de células escamosas de la lengua, fijadas en
formol e incluidas en parafina, de un paciente que desarrollé COVID-19 posquirurgico. Se detectd ARN
de la cepa SARS-CoV2 en el tumor y en las muestras de glandula submandibular normal utilizando
PCR a tiempo real. No se encontrd, sin embargo, ARN viral en los ganglios linfaticos metastasicos o
reactivos. Los autores demuestran que el ARN del SARS-CoV2 se puede detectar en muestras
histopatoldgicas de rutina incluso antes del desarrollo de la enfermedad COVID-19 en el paciente
portador. Estos hallazgos pueden brindar informacién importante sobre los posibles sitios de
infeccion o reservorio de virus y resaltan la necesidad de una manipulacién y fijaciéon adecuadas, antes
del procesamiento de la muestra.

Principios particulares

Con esta misma base, parece prudente abstenerse de realizar secciones congeladas de pacientes
que sean positivos/sospechosos de infeccion por SARS-CoV2 [23]. Esta recomendacion es
particularmente importante cuando se trata de muestras de las vias respiratorias superiores e
inferiores. Si este tipo de actividad fuera absolutamente necesaria, el personal que manipule las
muestras debera cefirse a estrictos criterios de bioseguridad: las secciones congeladas se realizaran
preferentemente en crio-micrétomos que permitan la contencidon de aerosoles -si no se dispone de
ellos, los crio-micrétomos se limpiardn y desinfectaran utilizando alcohol absoluto (para evitar la
formacion de hielo) después de cada procesamiento-. El personal debera estar debidamente instruido
y utilizar siempre el EPl adecuado.
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ESTRATEGIAS PARA LA REDUCCION DEL RIESGO BIOLOGICO EN LA MUESTRA CITOLOGICA

Aunque la capacidad diagnéstica por citologia de lesiones asociadas a COVID-19 estd limitada, la
exposicion del personal sanitario al virus, en la variedad de muestras citoldgicas no fijadas recibidas de
manera rutinaria, merece especial atencién. Del mismo modo que en el SARS, la citologia
fundamentalmente se utiliza para descartar coinfecciones respiratorias, las caracteristicas citolégicas
que se observan en los esputos son inespecificas y reflejan un patrén de lesion pulmonar aguda
subyacente. Consisten en la presencia de un mayor numero de macréfagos formando agregados,
cambios citoplasmaticos en forma de grandes vacuolas/citoplasmas espumosos, o cambios nucleares
como multinucleacién / vidrio esmerilado [24]. Los hallazgos comunicados en pacientes con MERS,
muestran un alto nimero de neutréfilos y macréfagos en lavados broco alveolares [25]. En base a la
histopatologia del SARS, MERS y COVID-19, las muestras de BAL también pueden contener metaplasia
escamosa y signos de reparacién, junto con la presencia de células multinucleadas y neumocitos tipo
Il atipicos, con agrandamiento celular y nuclear, nucléolos prominentes y cromatina laxa [26].

En algunos casos, el liquido de lavado bronco alveolar es obtenido para la identificacion viral
[27,28,29] porque ocasionalmente es positivo cuando los frotis de naso y oro faringe resultan
negativos [30]. Por esta razén, una alicuota de esta muestra puede mandarse al laboratorio de
citologia.

Principios universales

Del mismo modo que ocurria con el SARS, sabemos que el SARS-CoV2 se encuentra en muestras
fecales y de orina, ademds de en muestras de sangre periférica y respiratorias. EIl SARS-CoV2 puede
estar presente en pacientes no diagnosticados, en aquellos pre sintomaticos, en infecciones
asintomaticas o minimamente sintomaticas y en pacientes convalecientes, que aun pueden ser
contagiosos. Dado que en la mayoria de las muestras el diagnéstico clinico puede no estar indicado
en la hoja de solicitud, todas las muestras recibidas en fresco deben considerarse potencialmente
infecciosas.

Principios particulares

Todos los procedimientos técnicos deben realizarse de una manera que minimice la generacién de
gotitas o aerosoles. Los pasos preparatorios que pueden generarlos incluyen: la expulsion de
aspirados de la aguja o jeringa, la extension del material aspirado y la desecacidn de los frotis, bien al
aire o con calor, como ocurre durante Rapid On Site Evaluation (ROSE) [31].

Se debe evitar agitar los frotis a mano o usar ventiladores de mano para acelerar el secado. ROSE es
una medida importante para garantizar la idoneidad de las muestras. Sin embargo, durante una
pandemia de un virus con transmisién respiratoria, se debe utilizar el juicio clinico para determinar si
la ROSE es absolutamente necesaria, minimizando su realizacion. Si finalmente se decide llevar a cabo,
hay que hacerlo con el equipo de proteccién personal (EPI) atendiendo a las indicaciones de
bioseguridad propuestas [25].

La misma lectura deberemos hacer respecto al mantenimiento de una consulta de PAAF. Lo
aconsejable es suspender su actividad y considerar individualmente la necesidad de la PAAF caso por
caso, sopesando los riesgos y beneficios del procedimiento para cada paciente y para los sanitarios
implicados.

Pasos preparatorios realizados por técnicos que pueden conducir a la formaciéon de
aerosoles/gotitas incluyen la sonicacién de muestras en tubo abierto, la apertura de envases, quitar las
tapas de los tubos, mezclar, agitar vigorosamente, pipetear, dividir en alicuotas, diluir, centrifugar los
fluidos y desechar los sobrenadantes. Todos estos pasos deben realizarse de acuerdo a las pautas
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establecidas para laboratorios BSL-2, en una campana de bioseguridad adecuada y si se requieren
dispositivos de contencidn fisica (rotores, cubetas), estos deberdn incluir sistemas de sellado. Todas
estas operaciones se realizaran con la utilizacién de los EPI, recomendados para estos procedimientos
de los que posteriormente se desechardn la bata y los guantes, que serdn depositados en un
contenedor especifico para material contagioso, tal como hemos descrito anteriormente.

Dado que el virus se inactiva mediante formol y radiacién gamma, la mayoria de las muestras de
citologia se deben fijar en soluciones de formol o alcohol >70%, que se consideran eficaces para
destruir este virus. El procesado de bloques celulares con su inclusién en parafina también garantiza
la inactivacién del virus.

No esta confirmado que los fijadores que utilizan soluciones alcohdlicas mucho mas débiles, como
PreservCyt y CytoLyt (Hologic, Inc, Marlborough, MA) y SurePath (BD, Franklin Lakes, NJ) inactiven
adecuadamente el virus. Ante la duda, pueden estar indicadas precauciones adicionales, como el uso
de guantes, al manipular las preparaciones citolégicas procesadas con estos fijadores. Otra opcion
seria sumergir los portaobjetos en alcohol al 95% (o similar) durante un par de minutos que inactivaria
el virus, aunque también borraria las marcas de rotulador en los portaobjetos. Se pueden probar otros
desinfectantes de superficies, especialmente aquellos con tiempos de contacto cortos y determinar la
practicidad de su uso en estos portaobjetos.

ESTRATEGIAS PARA LA REDUCCION DEL RIESGO BIOLOGICO EN LAS AUTOPSIAS

Como se ha reiterado a lo largo de este capitulo, el SARS-CoV2 es considerado, segun consenso
cientifico internacional, un agente de riesgo biolégico 3 (clasificacion Hazard). En consecuencia, las
autopsias de pacientes fallecidos con infeccién activa por este virus deberan realizarse en salas de
autopsia acondicionadas con un nivel de bioseguridad 3, conocidas como BSL-3.

Como se recuerda en el capitulo especifico sobre «Bioseguridad en las salas de autopsias»
publicado en el Libro Blanco de la SEAP de 2019 (Prieto y col.) [32] y se reitera en el documento
especifico «Procedimiento para el manejo de cadaveres de casos de COVID-19» publicado por el
Ministerio de Sanidad en marzo de 2020, asi como en sus sucesivas actualizaciones [33]; las
instalaciones deben cumplir los siguientes requisitos minimos. Estos requisitos, a falta de una
reglamentacién especifica para las salas de autopsias, se basan a su vez en los requisitos de los
laboratorios BSL [34,35,36]:

Ver tabla 3. Debemos reiterar la necesidad de mantener los circuitos independientes de
limpio/sucio:

Sala de autopsia

Sala de "desvestido®
3

Sala de “vestido"
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Tabla 3. Medidas obligatorias para sala de autopsias BSL-3.

MEDIDAS OBLIGATORIAS SALA de AUTOPSIAS BSL-3

Aconsejable: separada de otras actividades que se desarrollen en el mismo
edificio, mediante un vestibulo o sala de doble puerta que puede servir como

LOSAtizAs vestuario, duchay almacén para los EPIs (antesala).
(Lo mas correcto y eficiente seria disefar todas como salas BSL-3)
DOBLES PUERTAS DE cierre automatico,
ACCESO mecanismo interbloqueo (solo una abierta al mismo tiempo)
sellado de juntas externas (marco | Para garantizar adecuada
) y puertas, entrada de tuberias) estanqueidad y descontaminacion.
SALA HERMETICA
Ventanas: cristales resistentes a la | Permanecerdn siempre cerradas y
rotura selladas
Dispositivo de  monitorizacion
Aconsejable entrada y salida del aire | visual: indique y confirme la
controladas: corriente de aire | direccionalidad y alarmas audibles en
unidireccional que vaya de los | la entrada del laboratorio (notificacion
pasillos o zonas menos | fallos).
contar.nina'das hacia el interior. de .Ia Existen equipos portatiles de
salal1 (aire directamente al exterior sin filtracion, con 3 filtros (1, super-HEPA)
recircular) que permiten la filtracién vy
VENTILACION Conseguir Presion NEGATIVA eliminacion de virus, bacterias, formol
y olores.
Aire de salida: filtro HEPA Instalacmn.: ) ,que permita la
de I | ] descontaminacién con gases y la
(Antes ) ,e egar al exterion. | .aiizacion de pruebas de verificacion
(contencién de aerosoles) del filtro.
nunca recircular el aire a otros espacios
12 renovaciones por hora, minimo
DESCONTAMINACION para | Autoclave, métodos  quimicos, | En la misma sala (preferiblemente) o
material infeccioso incinerador en un local anexo
GABINETE DE Manejo de muestras pequenas, formol u otras necesidades
BIOSEGURIDAD ) pequenas.
; Independiente de la del agua de bebida.
CONEXION DE AGUA o ) ) )
Abastecimiento de agua potable: estara protegido contra el reflujo.
SUPERFICIES:

paredes, piso, techo

Monoliticos y antideslizantes. Facilitar la limpieza y descontaminacién

CIRCUITO DE
LIMPIO/SUCIO

Necesario SIEMPRE, mas evidente ante estas autopsias

DOCUMENTAR el disefio y
los procedimientos
operativos de la sala

Aconsejable: Antes de iniciarse el funcionamiento de la sala se recomienda
hacer una prueba de verificacion de cumplimiento del disefio y parametros
operativos del establecimiento.

REEVALUACIONES

Ademas, periédicamente, al menos una vez al afo, se deberd hacer una
reverificacion, con INFORME por el organismo hospitalario o no pertinente.
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Por otro lado, deberemos ser mas estrictos con las normas de funcionamiento durante la autopsia
con este tipo de cadaveres:

Tabla 4. Normas de funcionamiento en la sala de autopsias.

NORMAS FUNCIONAMIENTO EN LA SALA DE AUTOPSIAS

Reducir al minimo imprescindible para la realizacion de la autopsia el
numero de personas presentes: un patélogo experto, un residente y un
TSAPyC/auxiliar.

PERSONAL Evitar personal adicional, incluyendo al personal de limpieza.

Elaborar un listado de todo el personal, quien debe auto vigilar cualquier
sintoma respiratorio en los 14 dias posteriores a la Ultima exposicién a un
caso confirmado para realizar el diagnéstico oportuno y proceder a su
aislamiento, si fuera el caso.

PUERTAS DE LA SALA: deben mantenerse cerradas

El médico anatomopatdlogo y auxiliar de autopsia no saldran de la sala de autopsias hasta que no hayan
terminado las autopsias que tengan asignadas.

Se impedira la entrada de cualquier persona ajena durante la practica de la autopsia.

Preparar todo el equipo necesario a mano para evitar salir del drea de la autopsia. Es aconsejable disponer
de un checklist:

e Instrumental de autopsia, incluyendo material estéril para la toma con asepsia

e Solucién para manos a base de alcohol

e Jabon comun (liquido en lo posible, para el lavado de manos en agua limpia)

e Toallas desechables (por e€j., toallas de papel)

e Contenedores para elementos cortantes/punzantes

o Detergente apropiado para limpieza del ambiente y desinfectante para la desinfecciéon de
superficies o instrumental/equipamiento

e Bolsas plasticas grandes

e Bolsas para desechos clinicos adecuadas

e Bolsas pararopa blanca

e Contenedor de recoleccién para el equipamiento usado

o Kit para microbiologia (set de instrumental estéril, hisopos con medio de transporte adecuado,
tubos y frascos estériles para microbiologia)

e Toallitas o solucién en spray con isopropil-alcohol o povidona para desinfeccién previa a la toma
de muestra para microbiologia (piel, tejidos)

Usar tijeras o bisturis con punta roma para reducir el riesgo de lesiones

Cortar los 6rganos sobre la mesa usando una esponja para proteger las manos. Usar guante anti corte

Usar una presidon de agua adecuada para evitar salpicaduras

Esterilizacion de los instrumentos utilizados (autoclave y/o productos quimicos)

Minimizar los aerosoles:

AUTOPSIAS CON RIESGO e  Utilizar el uso de sierra eléctrica con sistema de aspiracién
ASOCIADO A e Evitar las salpicaduras al retirar, manejar y/o lavar 6rganos,
AEROSOLIZACION DE especialmente pulmones e intestinos

MICROORGANISMOS e Evitar la extraccion de los pulmones y su manipulacién en la

medida de lo posible.
e Toma de muestras estudio histopatolégico: fijacion inmediata en
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formol (volumen adecuado: 10 veces el volumen del tejido), u
otros autorizados (Finefix)

e Las muestras para Biobanco se tomaran con las recomendaciones
de bioseguridad establecida por los mismos.

LIMPIEZA

Limpiar y desinfectar las superficies que se han
contaminado con tejidos, liquidos y secreciones
corporales.

La deben llevar a cabo las mismas personas que han
realizado la autopsia (minimizar el nUmero de
exposiciones al posible riesgo).

Método:

Retirar la mayor parte de sustancia tisular o
corporal con materiales absorbentes.
Limpiar con agua y detergente.

Aplicar el desinfectante estandarizado. Si se
utiliza solucion con hipoclorito de sodio:
mojar la superficie y dejar actuar por contacto
al menos 10 minutos y enjuagar
minuciosamente

ACTUACION
SOBRE EL
CADAVER
DESPUES DE LA
AUTOPSIA

Introducir el caddver en un sudario que
relina las caracteristicas técnicas sanitarias
de resistencia a la presion de los gases en
su interior, estanqueidad e
impermeabilidad.

Cerrar el sudario y pulverizar con solucion
de hipoclorito sédico.

Tras la correcta introduccién del cadaver y
desinfecciéon del sudario la manipulacién
exterior de éste o del ataud que la contenga
no comporta riesgos.

El personal que intervenga en el transporte
deberd ser informado de ello previamente,
asi como del procedimiento a seguir en el
caso de producirse un incidente

Por ultimo, no hay que olvidar que, tal y como ya se indica en el mencionado capitulo sobre
bioseguridad publicado en el Libro Blanco de la SEAP de 2019, estos casos deben ser notificados al
adecuado Centro de Control y Prevencion de Enfermedad y su autoridad correspondiente, previo al
examen post-mortem. Ademds, queremos aprovechar para corregir dicho capitulo, en concreto el

apartado Il.2.c, que aparece redactado de la siguiente manera:

¢) Salas con Nivel de Bioseguridad 4 (BSL-4): Este tipo de sala de autopsia tiene el nivel
adecuado para trabajar con agentes indigenas o exéticos que pueden causar enfermedades
letales, sin posibilidad de vacunaciéon o terapia eficaz, como por ejemplo virus Ebola o
agentes causantes de otras fiebres hemorragicas (arbovirus, etc.). Como principio general,
este tipo de autopsia no se puede hacer en las salas habituales de los servicios de
anatomia patoldgica. Ante la posibilidad de que se trate de un caso de enfermedad grave
causada por agentes altamente transmisibles (S.A.R.S. por coronavirus, por ejemplo) se debe
poner en conocimiento del adecuado Centro de Control y Prevencién de Enfermedad y su
autoridad correspondiente, previo al examen post-mortem.
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Como se ha indicado en multiples ocasiones, el virus SARS-CoV2 es un patégeno clasificado como
de Riesgo Biolégico 3 HG3, y no 4. La falta del espacio entre los parrafos producida por error al
maquetar podria dar lugar a una interpretacion errénea del texto; quedaria de la siguiente manera:

¢) Salas con Nivel de Bioseguridad 4 (BSL-4): Este tipo de sala de autopsia tiene el nivel
adecuado para trabajar con agentes indigenas o exéticos que pueden causar enfermedades
letales, sin posibilidad de vacunaciéon o terapia eficaz, como por ejemplo virus Ebola o
agentes causantes de otras fiebres hemorragicas (arbovirus, etc.). Como principio general,
este tipo de autopsia no se puede hacer en las salas habituales de los servicios de
anatomia patoldgica.

Ante la posibilidad de que se trate de un caso de enfermedad grave causada por agentes
altamente transmisibles (S.A.R.S. por coronavirus, por ejemplo) se debe poner en conocimiento del
adecuado Centro de Control y Prevencion de Enfermedad y su autoridad correspondiente, previo
al examen post-mortem.

CUANDO SARS-COV2 YA NO SEA CAUSA DE PANDEMIA

La organizacién de nuestra sociedad, conviviendo grupos de personas en un mismo espacio tiene
algunos riesgos y uno de ellos es la trasmision de enfermedades infecciosas. Una primera lectura que
hemos tenido que hacer en esta pandemia es la vulnerabilidad que tiene nuestra forma de vida y el
alto riesgo que corremos por vivir en sociedad: no existe actividad humana sin riesgo. Otra revelacién
es la capacidad de adaptacion que los seres vivos y los sistemas tienen tras un impacto. Esta resiliencia
para recuperar el estado inicial del sistema cuando ha cesado la perturbacién a la que habia estado
sometido (RAE), es, por otro lado, necesaria y propia de un ser vivo ante una situacién adversa.

Asi pues, desde estos dos puntos de partida debemos abordar aquello que puede venir después
de la pandemia por SARS-CoV2 y que debe constituirse en mejoras para el desempefio de nuestra
tarea:

No existe actividad humana con riesgo cero: politica de bioseguridad

La politica de bioseguridad debe estar articulada en la estructura organizativa del laboratorio. Para
ser util, el amplio concepto de bioseguridad debe acoger nuestra actividad y ser un poco mas preciso
que el redactado en la norma ISO15189 (C5.2: El laboratorio debe de disponer de un espacio destinado a
la realizacion de su trabajo que esté disenado para garantizar la calidad, sequridad y eficacia del servicio
proporcionado a los usuarios y la salud y seguridad del personal del laboratorio, de los pacientes y de los
visitantes.) [37] Debemos, pues, llenar de algun contenido el concepto de bioseguridad y su aplicacién
en la practica de un laboratorio de anatomia patolégica. Empecemos por algunos principios [38] que
se deben cumplir:

e Universalidad: Las medidas deben involucrar a todas las secciones de un laboratorio. Todo el
personal, paciente o visitante deben cumplir con las normas.

e Uso de barreras: Crear el concepto de evitar la exposicién directa a todo tipo de muestras
organicas, potencialmente contaminantes, mediante la utilizacion de materiales o barreras
adecuadas que se interpongan al contacto.

e Medios de eliminacion del material contaminado: Tras el procesado, las muestras
bioldgicas deben eliminarse sin riesgo para los operadores y la comunidad.

e Evaluacion de riesgos: Corresponde a un proceso de analisis de la probabilidad que ocurran
dafnos, heridas o infecciones en el laboratorio. La evaluacion debe ser efectuada por el
personal del laboratorio mas familiarizado con el procesamiento de los agentes de riesgo.
Una vez establecido el nivel de riesgo debe reevaluarse de manera permanente. La
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evaluacién de riesgos debe estar asociada con el manejo y con las medidas de reduccién de
los mismos

e Gestion de la evaluacion de riesgos: Implica 1) identificar los riesgos, 2) establecer pautas
para mitigarlos, 3) identificar los riesgos residuales, 4) evaluar la eficiencia de la contencién, 5)
implementar la técnica y 6) evaluar periddicamente los riesgos y revisar la metodologia.

Aunque el responsable ultimo en materia de bioseguridad es el director del laboratorio, este/a
puede delegar alguna de sus obligaciones creando la figura del responsable en bioseguridad. Esta
persona se encargara de disefar la politica de bioseguridad del laboratorio y serd el/la responsable de
su aplicacion. Este profesional debe ser plenamente reconocible por el resto del equipo y disponer de
la autoridad suficiente para la aplicacién de sus cometidos que, entre otros son:

e Planifica, organiza, dirige y administra las tareas y rinde cuentas.

e Asegura que las politicas y programas de bioseguridad y bioproteccion se siguen y se aplican
en el laboratorio.

e Realiza auditorias periddicas de los procesos, procedimientos, protocolos, equipamiento,
insumos y de la contencion.

e Verifica que todo el personal ha recibido la capacitacion adecuada.

e Promueve la educaciéon continua.

e Investiga los incidentes y accidentes.

e Interpela a los responsables de las violaciones de los protocolos.

e Notifica los incidentes, accidentes y violaciones al director.

e Asegura la adecuada descontaminacién y desinfeccion de ambientes.

e Mantiene la vigilancia en cuanto a las actitudes del personal y el mantenimiento del
ambiente.

e Establece los procedimientos para el proceso, condicionamiento, transporte eliminacién de
los agentes peligrosos.

e Revisa periédicamente los procesos, procedimientos y los protocolos.

e Creaun plan de emergencia por incidentes de bioseguridad.

e Redacta una memoria anual.

Por ultimo, y como ejemplo para medir la ejecucion del plan de bioseguridad podemos utilizar lo
expuesto por el Ministerio de Sanidad en la Guia de Bioseguridad para los profesionales sanitarios [14].
Propone una serie de indicadores para la evaluacién y seguimiento de la implantacién del plan,
diferenciando entre indicadores de proceso e indicadores de resultado. Un indicador de proceso,
como ejemplo, podria ser el indice de adiestramiento y entre los indicadores de resultado se podrian
calcular el porcentaje de conversion a bioseguridad o la tasa de exposiciones bioldgicas accidentales
segun dispositivo:

¢ indice de adiestramiento (por categoria profesional o &mbito laboral)

.o ) . N2 de profesionales formados en el uso de material
Indice de adiestramiento = - - x100
N2 profesionales susceptibles de ser formados

e Porcentaje de conversion a bioseguridad (por tipo de material)

_ N2de unidades consumidas del material de bioseguridad x periodo de referencia

100
N2 total de unidades consumidas del material x periodo de referencia X
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e Tasa de exposiciones biologicas accidentales (se calculardn las tasas de exposiciones
globales y por categoria laboral)

N2 de exposiciones bioldgicas accidentales ocurridas en el afio
= . : = x100
N2 medio de trabajadores en el afio

e Tasas de exposiciones biolégicas accidentales seguin dispositivo (en un mismo periodo)

N2 de exposiciones bioldgicas accidentales con el material X 100
= X
N2 unidades consumidas del material X

Operacion de retorno a la normalidad: conseguir una resiliencia que asegure la viabilidad de la
recuperacion asistencial frente a la incertidumbre [39]

En estos momentos es imposible determinar, en tiempo y recursos, las necesidades para conseguir
una asistencia como la que prestaba el sistema sanitario antes de marzo 2020. Tan solo mirando
alguna de las cifras publicadas, podemos introducir la magnitud del problema al que nos
enfrentamos.

Utilizamos como referencia la asistencia anterior a la pandemia, suspendida parcial o totalmente
estos meses y alguno de los procesos asistenciales mas directamente relacionados con anatomia
patolégica. En nuestro pais se realizan 350.000 intervenciones quirurgicas/mes [40]. La Red Espafiola
de Registros de Cancer [41] preveia para 2020 una incidencia de canceres de colon y recto (44.231
nuevos casos), préstata (35.126), mama (32.953), pulmén (29.638) y vejiga urinaria (22.350), linfomas
no Hodgkin (9.188), canceres de cavidad oral y faringe (8.604), pancreas (8.338), estémago (7.577),
rindn (7.300) y cuerpo uterino (6.804) y el resto, excluyendo los de piel no melanomas, hasta 277.394
casos nuevos/ano. Por consiguiente, la bolsa de casos demorados y de casos incidentes va a crecer
considerablemente.

La magnitud de estas cifras nos hace prever un retorno a la actividad que va a requerir algo mas
que un compromiso inquebrantable con nuestro sistema sanitario. Las organizaciones sanitarias estan
expuestas a un riesgo semejante al vivido en la pandemia: el colapso del sistema. En este segundo
tiempo, seria deseable compartir el mismo grado de complicidad y admiracién que la sociedad ha
tenido con su sistema sanitario, pero debemos estar preparados por si esto no ocurre. La presién que
van a recibir nuestros dirigentes politicos serd trasladada a nuestros directivos y, desde aqui,
cristalizara en toda la cadena de la practica asistencial.

Tras la COVID-19, debemos estar preparados para trabajar en contexto de riesgo elevado. En este
contexto convivirdn las medidas de bioseguridad que vamos a tener que mantener, con la presién
asistencial que acortard, mas de lo deseado, los plazos para realizar una practica segura y de calidad.
Por ello, del mismo modo que hemos disefando una politica de bioseguridad, tal vez debamos
disefnar otra politica para la vuelta a la normalidad tras la pandemia por SARS-CoV2. Algunas
sugerencias para construir este documento incluyen:

e (Cada centro es responsable de que su entorno de trabajo sea seguro para la salud de sus
profesionales. Deberemos especificar las medidas a adoptar directamente relacionadas con
las propuestas en la politica de bioseguridad.

e Definir con la méxima precision una vuelta a la normalidad escalonada y por fases,
acordando nuevos plazos de respuesta en funcion de las prioridades.

e Mantener de manera escrupulosa los controles de calidad tanto en la tecnificacion como en
el diagnéstico. Es conocido que la presidn precipita la toma de decisiones y nos situa en
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escenarios con errores. Asumir posturas con autoridad, en situaciones de incertidumbre,
pueden inspirar seguridad y cercania.

¢ Abandonar antiguas inercias: «Ponerse al dia cuanto antes» es una frase que no se puede ni
escuchar ni emitir. La capacidad de recuperacién del sistema tiene que ver con la capacidad
de recuperacidn de sus profesionales. Debemos atender las demandas fisicas y emocionales
en esta recuperacién de la asistencia (ver mas abajo).

e Ofrecer una vision renovada, comprometida, responsable, creativa, solidaria, humilde,
dispuesta a trabajar en escenarios desfavorables y a reexaminar las prioridades.

e Utilizando el trabajo en remoto debemos ser conscientes que frente a los beneficios de la
comunicacién virtual (rapidez, flexibilidad, reduccién de costes, proteccién frente a la
trasmision viral), perdemos parte del lenguaje corporal y lo que ello implica. Como dice Tim
Bracey [42], los humanos somos criaturas sociables: un saludo rdpido por la manana, una
conversacién a la hora del café, almorzar juntos, son una parte vital de la construccién de las
conexiones que te hacen formar parte de un equipo y desarrollar un sentido de pertenencia y
lealtad. Mdltiples reuniones informales diarias, cara a cara, refuerzan esto y apoyan la creatividad
y la innovacién. Es importante no olvidar que el trabajo en anatomia patolégica es una
actividad «en equipo» y por ello deberemos estar preparados para superar las limitaciones
que nos impone el trabajo en remoto. A medida que va avanzando esta pandemia hemos
aprendido a adoptar nuevas tecnologias que tienen como fin limitar la trasmision viral, pero
no debemos obviar el hecho que esta manera de comunicacién no tiene pardmetros
preexistentes a los que recurrir y no podemos estar seguros de su efectividad, sobre todo en
las generaciones que ahora se estan formando.

e Probablemente nada va a ser igual, porque después de todas las pandemias nada volvié a ser
lo mismo: Peste de Justiniano (541), Peste negra (entre 1346 y 1353), Viruela (periodo
dramatico del SXVIII), Gripe espafiola (1918-19), Gripe asiatica (1957), Gripe de Hong Kong
(1968) y VIH (desde 1981), todas ellas obligaron a adoptar cambios a la sociedad de ese
momento.

La pandemia de nuestro tiempo, por SARS-CoV2, estd en una fase emocional muy preliminar.
Podemos entender parte de lo que nos esta pasando si leemos una entrevista publicada en Harvard
Business Review en marzo 2020 de Scott Berinato [43] a David Kessler, experto en duelo. Bajo el titulo
Esa incomodidad que sientes es dolor, Kessler dice que la pérdida de la normalidad, la pérdida de
conexiodn, la incertidumbre econémica nos estd pegando y estamos colectivamente de duelo: «no
estamos acostumbrados a este tipo de dolor colectivo en el aire». Se trata de un dolor anticipatorio
que es esa sensacion que tenemos cuando el futuro nos depara incertidumbre: «nuestra mente
primitiva sabe que algo malo estd pasando, pero no puedes verlo», es un algo nuevo que,
colectivamente, nunca habiamos sentido.

Comprender este dolor a través de las etapas del duelo puede ser un comienzo: negacién, ira,
negociacion, tristeza y finalmente aceptacién, que es donde encontramos el control: «puedo lavarme
las manos, puedo mantener una distancia segura, puedo aprender a trabajar virtualmente». Pero
como podemos compensar este intenso dolor de manera objetiva. Dice Kessler, hay que encontrar el
equilibrio entre las cosas que estds pensando: «el duelo anticipatorio es la mente yendo hacia un
futuro e imaginando lo peor». Para calmarnos no hay mejor remedio que «entrar en el presente» y
«dejar de lado todo lo que no puedes controlar» y, ademds, es un buen momento para abastecerse de
compasion y vivir el miedo y la ansiedad del otro.

El descubrimiento de la ultima etapa del dolor, el significado, se debe a los trabajos de Elisabeth
Kubler-Ross y es lo que viene después de la aceptacion. Nos estamos dando cuenta de la poderosa
herramienta que es la tecnologia para conectarnos o la importancia de un simple paseo que antes no
aprecidbamos, dice Kessler: «creo que seguiremos encontrando sentido ahora y cuando esto termine».

Concluye este autor que debemos detenernos ante el primer sentimiento: «me siento triste», hay
que sentir su tristeza, el miedo y la ira, independientemente de que alguien mas sienta algo o no.
Luchar contra ella no ayuda, porque nuestro cuerpo esta produciendo la sensacién: «Si permitimos
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que los sentimientos ocurran, ocurrirdn de manera ordenada... y eso nos da poder. Entonces no
somos victimas».

Es absurdo pensar que no debemos sentir dolor ahora mismo: «déjate sentir el dolor y sigue
adelante», es la ultima receta de David Kessler.

CONCLUSIONES

Existe un riesgo asociado a la pandemia de SARS-CoV2 que debe visualizarse con una
percepcion del riesgo asociado a la actividad en anatomia patolégica.

La adopcién de medidas de bioseguridad debe de ser compatible con la realizacién de una
actividad sin merma en los patrones de calidad.

La muestra bioldgica en anatomia patoldgica se ha convertido en el vector de trasmision del
virus, aunque sabemos que un procesado técnico correcto es la mejor garantia para evitar el
contagio. Sin embargo, no debemos olvidar que no existe actividad humana con riesgo cero.
Hay que trasladar la formacién especifica en bioseguridad, aprendida en la autopsia COVID-
19, porque otras pandemias pueden venir y deben encontrarnos con las salas de autopsias
bien dotadas, con los profesionales bien formados y bien protegidos.

Debemos fomentar actitudes que faciliten la resiliencia al terminar estas fases de la
pandemia, porque probablemente nada va a ser igual.
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INTRODUCCION

Uno de los principios asumido en anatomia patolégica es que el trabajo se hace en equipo. Sin
embargo, la distribucién de este trabajo tiene un primer obstaculo que es cdmo medirlo. Otro
principio es que la carga excesiva de trabajo —sobrecarga- conduce a fallos y tampoco podemos
medirla ni saber en quién recae. Pues bien, con estos dos principios deberiamos construir un discurso
preciso respecto a una carga de trabajo éptima para todo el equipo que pueda garantizar resultados
con baja incertidumbre. Este podria ser otro de los principios de nuestra actividad y un buen objetivo
para desarrollar este proyecto.

El primer paso para dar un grado de certeza a este discurso es salir de lo intangible y ponernos a
medir, contar y consensuar las distintas variables de la ecuacion. Si bien cumplimos parte del calculo
cuando abordamos en 2017 las Directrices para la estimacion de la carga de trabajo en citopatologia e
histopatologia (tempo médico) atendiendo al catdlogo de muestras y procedimientos de la SEAP [1], y se
establecieron las unidades de carga de trabajo 6ptimas para un patdlogo, quedé pendiente acometer
el célculo de la carga de trabajo éptima para los profesionales técnicos de anatomia patoldgica,
TSAPyC vy Citotécnicos. Entonces se consensué que la unidad de carga laboral (UCL) de «tiempo
médico» era de 6 minutos. (1TUCL= 6 min), es decir, que un Patélogo con una contratacién anual de
1.826 horas desarrollard, en ese periodo, el trabajo correspondiente a 13.695 UCL que garantizan
niveles 6ptimos de resultados.

Sin embargo, antes de entrar de pleno en el discurso que ahora nos ocupa debemos definir,
primero, qué es «tiempo técnico» y, segundo, cudl es su valor. Porque, «tiempo técnico» jes sélo
tecnificar?, la respuesta es no. Un técnico realiza unas tareas imprescindibles para el funcionamiento
del laboratorio que pasan mayoritariamente desapercibidas: una parte administrativa que tiene que
ver con el registro de entrada de las muestras (numerar, cotejar, clasificar), otra parte de
mantenimiento de los equipos (cambiar reactivos a diario, rellenar liquidos, poner a punto la
maquinaria) y, ademads, adecuar las zonas de trabajo: preparar la talla (situar las muestra en un orden,
asistir al patélogo, gestionar los casetes, limpiarlas, gestionar los residuos). Estos serian, lo que
podriamos llamar, los «tiempos técnicos invisibles» frente al «tiempo técnico visible» como es procesar
bloques, cortar, tefir, hacer IHQ, IF o biologia molecular. Ademas, hay que integrar en el discurso la
especializacion que supone el citotécnico, tanto en la citopreparacién como en el citodiagnéstico, y la
nueva tarea que ha surgido con la digitalizacion. Los servicios que tienen implantado el sistema dicen
que entre dos y tres de sus profesionales técnicos dedican la totalidad de su jornada laboral a esta
actividad. Por tanto, en este proyecto debemos hacer el esfuerzo para que quede recogida toda la
actividad que los profesionales técnicos realiza durante de su tiempo de trabajo.

Para dotar de otra dimensién a este proyecto vamos a analizar el peso que un fallo tiene sobre el
total del proceso de anatomia patoldgica y a relacionarlo con sus actores. Utilizamos el ejercicio del
AMFE (Andlisis Modal de Fallos y sus Efectos) que nos permite trazar un mapa de los procesos e
identificar en cada uno de ellos los posibles fallos y sus efectos. Primero situamos la carga total, la
distribuimos en un proceso lineal y fijamos los roles. Después identificamos los puntos vulnerables y
los asociamos con sus actores.

Cuando realizamos el AMFE el Servicio Sinergizado de los Hospitales Universitario de Torrevieja y
Vinalopd [2], definimos 10 procesos clave (Tabla 1): 2 en fase pre analitica, 6 en fase analiticay 2 en
fase post analitica que tenia como finalidad distribuir los riesgos entre los distintos roles y poder
cuantificar el peso de cada profesional en el mapa global de riesgos.
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Tabla 1. Identificacién de procesos clave en el servicio sinergizado de anatomia patoldgica. Hospitales
Universitarios de Torrevieja y Vinalop®é.

Solicitud de estudio y correlacién con muestras de biopsias,
piezas quirurgicas, citologias y autopsias
PROCESOS PRE ANALITICA

Recepcién de muestras de biopsias, piezas quirirgicas,
citologias y autopsias

Técnicos de biopsias y piezas quirdrgicas

Técnicos de citologias

Técnicos de autopsias

PROCESOS ANALITICA
Diagnésticos de biopsias y piezas quirtrgicas

Diagndsticos de citologias

Diagndsticos de autopsias

Validacién de resultados

PROCESOS POST ANALITICA
Gestion de muestras

El ejercicio identificd 47 modos de fallo (Tabla 2): 11 en la fase pre-analitica, 33 en la fase analitica y
3 en fase post-analitica (se consideraron relevantes aquellos que arrojan un IPR -indice de Prioridad de
Riesgo- superior a 100).

Tabla 2: Distribucion de modos de fallo por proceso en el servicio sinergizado de anatomia
patolégica. Hospitales Universitarios de Torrevieja y Vinalopé.

Pre-analitica Analitica Post-analitica
Modos de fallo 11 33 3 47
IPR>100 2 12 2 16
% IPR>100 18% 36% 66% 34%

Por otro lado, la distribucion del mapa de riesgos, por fases, quedaria muy a expensas de la fase
analitica en donde el 70% del riego se acumula en este proceso. Los profesionales de anatomia
patolégica (Patélogo/TSAPyC) tendrian distribuidos su riesgo: 0/15% en pre-analitica, 41/76% en
analitica y 59/9% en post-analitica. Y el peso de cada profesional, sobre el total del mapa de riesgos,
recaeria de manera mayoritaria sobre los TSAPyC, con una responsabilidad del 84% del riesgo medido
para todos los procesos frente al 16% de responsabilidad que tendria un Patélogo.
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Manteniendo el principio que el trabajo en anatomia patoldgica es en equipo y que la sobrecarga
sobre cualquier actor repercute en el resultado final, es necesario definir la carga laboral 6ptima de un
servicio de anatomia patoldgica, y de cada uno de sus profesionales, para poder planificar
correctamente los recursos disponibles y acometer los riesgos calculados que puedan derivar de
situaciones de sobrecarga.

PROPUESTA DE OBJETIVOS PARA LA ESTIMACION DEL TIEMPO TECNICO

El proyecto para la estimacién de la carga de trabajo en citopatologia, histopatologia,
patologia molecular y digitalizacidon (tiempo técnico), atendiendo al catdlogo de muestras y
procedimientos de la SEAP, se basa en el espiritu de los objetivos expuestos en las Directrices para la
estimacion de la carga de trabajo en el tiempo médico [1], aunque deben contemplarse objetivos
especificos propios del trabajo técnico. A nuestro entender son:

e Apoyar a los servicios y departamentos de anatomia patoldgica para equilibrar la dotacién de
profesionales acorde a la carga de trabajo prevista.

e Contribuir a la distribucién equitativa de la carga en cualquier servicio o departamento de
anatomia patoldgica con cualquier grado de subespecializacion.

e Actuar como garante para que se preste un servicio sostenible y de alta calidad en beneficio
de los pacientes.

e Facilitar la distribucion equitativa del trabajo entre técnicos dentro de un mismo centro.
Proporcionar informacion para la planificacién del trabajo y dotar al personal técnico de un
mecanismo de calculo que asegure que la carga de trabajo en una jornada laboral es
razonable, segura, posible y nunca excesiva. Es de interés general reducir los errores
relacionados con la sobrecarga.

e Constituir una herramienta de trabajo util para la gestion gerencial y directiva en prediccién
de los cambios en la demanda.

e Utilizar el sistema de medida (;puntos?) para indicar intervalos de tiempo dentro de los
cuales cada espécimen ha sido catalogado en base a grados de dificultad técnica.

e Los puntos de carga de trabajo se asignan prospectivamente segun el tipo de espécimen. La
reasignacion retrospectiva de puntos sélo debe hacerse en circunstancias excepcionales.

e Los puntos de la carga se asignan al trabajo en preanalitica, analitica y postanalitica
entendiendo que todo corresponde a «tiempo técnico» en relacidn a un espécimen.

e  Otros aspectos relacionados con la actividad laboral como asistencia a formacién continuada,
investigacién y participacién en programas de gestion de calidad: implantacién, gestién de la
documentacién, analisis y seguimiento de indicadores, objetivos o desarrollo de protocolos
deberian estar cubiertos por el sistema de puntos.

e Es aconsejable que el sistema de gestion de informacion del laboratorio (LIS) permita el
registro de la carga de trabajo, lo que facilitarad el calculo de la carga total del servicio o
departamento.

e Debido a la constante evolucién de la practica médica y quirdrgica, cabe esperar que estas
directrices sean objeto de revisién periddica.

UN PUNTO DE PARTIDA: CATALOGO DE MUESTRAS Y PROCEDIMIENTOS DE ANATOMIA
PATOLOGICA DE LA SEAP

Aunque fue referido en las Directrices del Libro Blanco de 2017, y suponiendo que esta
informacién va a ser mayoritariamente leida por TSAPyC, es necesario hacer un poco de historia y
poner en valor el acierto de algunos patélogos que nos precedieron. Debemos recordar al querido
José Antonio Giménez que nos recordaba en el suplemento del Libro Blanco de 2011 [3], que fue a
finales de los afios noventa y tras dos revisiones del catdlogo propuesto por el proyecto SIGNO I
cuando la SEAP acometid la transformacion al catdlogo actual de procedimientos. Se pasé de una
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catalogacioén por niveles, a la catalogacién por detalle de cada una de las muestras y procedimientos.
Sin embargo, ya advertian que este catalogo constituye un requisito basico que debe ser actualizado
de una forma casi permanente y ser presentado de un modo accesible para su uso cotidiano a través
de los sistemas de informacién. El esquema propuesto fue el siguiente:

e Tres Categorias primarias de muestras (concepto equivalente a espécimen) y una categoria
primaria de procedimientos (asimilable al de técnica, método o ambos):
. Autopsias: 9 tipos (T)
. Biopsias: 14 grupos de procedencia topogréfica (T)
. Citologias: 14 grupos de procedencia topogréfica (T)
. Procedimientos agrupados en 6 tipos distintos (T)

e AcadaT se le asigna un numero variable de tipos de Espécimen (muestras) o tipos de Estudio
(procedimientos).

e Se establece la codificacion: Categoria-Tipo-Espécimen que facilite su identificacién en el
sistema de informacion.

e Tanto las muestras como los procedimientos se codifican segun la clasificacion SNOMED-CT
aproximando la terminologia en la medida de lo posible. La limitacién de SNOMED-CT para
aceptar topografias combinadas obliga a registrar con dos codigos aquellas que lo requieran
(p. ej. mastectomia+diseccién axilar). (Anexos 1,2y 3)

CARGA DE TRABAJO ASOCIADA A LA ACTIVIDAD PRE-ANALITICA, ANALITICA Y POST-
ANALITICA CONTEMPLANDO EL TIEMPO TECNICO. ANALISIS PROSPECTIVO DE LA CARGA DE
TRABAJO ASISTENCIAL

No existen referentes en la literatura a los que podamos acogernos para determinar todos los
componentes de un tiempo técnico. Debemos acudir al desarrollo del tiempo médico e intentar
establecer paralelismos con cada uno de los conceptos:

Carga de trabajo asociada a categorias de complejidad

Uno de los tantos aciertos de nuestros predecesores fue utilizar para el disefo de las
recomendaciones recursos que ya estaban disponibles. The Royal College of Pathologists tiene una
trayectoria de evaluacién del tiempo de trabajo en Patologia iniciada en 1992, que hizo su primera
revision en 1999y, a fecha de hoy, son cuatro las ediciones de sus Guidelines on staffing and workload
for histopathology and cytopathology departments a la que se afade en mayo de 2019 Guidelines for
autopsy practice: Postoperative deaths.

Para el grupo de expertos del Royal College of Pathologists la carga de trabajo, medida en tiempo
médico, debe ir asociada a un espécimen o muestra y cada uno de ellos tiene una distribucién en
tiempo vinculada a su complejidad: a cada intervalo de tiempo queda asociado un sistema de puntos
con caracter creciente. En su segunda ediciéon un punto equivale a seis minutos y los especimenes
fueron asignados a cuatro categorias de complejidad:

e Baja: 1 punto

¢ Media: 3 puntos

e Alta: 5 puntos

e  Muy alta: 10 puntos,

Los puntos se presentaron como matrices bidimensionales para macro y microscopia lo que
limitaba, por otro lado, la flexibilidad de asignacién a los distintos apartados. Este mismo criterio fue el
seguido por el catdlogo de la SEAP publicado en el Suplemento de 2011, con una particularidad:
considerar la unidad de tiempo 10 minutos.
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Carga de trabajo asociada a tiempo

Posteriormente nuestros colegas del Royal College of Patologists modifican, a partir de la 32 edicidn
la asignacion de las puntuaciones, pasando de la matriz bidimensional a columnas simples de tipos de
muestras con descripcidon macro y microscopica. El grupo de expertos tomo la decisién de asignar la
carga de trabajo de los especimenes a intervalos de minutos, lo que requirié un sistema de puntos
modificado:

e 1-5minutos: 1 punto

e  6-10 minutos: 2 puntos
e 11-20 minutos: 3 puntos
e 21-30 minutos: 5 puntos
e 31-50 minutos: 8 puntos
e > 50 minutos: 12 puntos.

Ademas, es importante tener en cuenta que la carga laboral o de trabajo, es la suma de los minutos
empleados para cada espécimen, es decir, cada contenedor tiene su propia puntuacién y un caso
clinico serd la suma de todos los especimenes que lo compongan.

Carga de trabajo con caracter prospectivo

Llegados a este punto es necesario poner atenciéon que la carga de trabajo debe tener un caracter
prospectivo: el valor de la asignacion prospectiva ha sido consensuado en nuestro grupo de trabajo y
es, en si mismo, un dato transparente, universal y creible, tanto para patélogos como para la direccion
y la gerencia. Por tanto, la reasignacion retrospectiva de puntos sélo debe hacerse en circunstancias
excepcionales tales como error en la catalogacién de la muestra, del procedimiento o ante resultados
no esperados que requieran nuevas determinaciones una vez se ha completado el informe.

Determinacion de los picos de carga en el tiempo técnico

Por ultimo, debemos considerar que si bien el tiempo médico tiene dos picos de incidencia: en la
fase pre-analitica el tiempo dedicado a la descripciéon macroscépica y en la fase analitica el dedicado a
la microscopia y a la confeccion del informe, el tiempo técnico tiene sus propios picos. Seguimos con
el modelo que conocemos:

Cuando hablamos de «tiempo médico» debemos limitarlo al empleado con cada uno de los
procedimientos para la conclusion en un informe diagnéstico. Por tanto, este tiempo debemos
considerarlo como el tiempo de carga asistencial y debe representar entre el 75 y el 80% del tiempo
de trabajo. El propio Royal College contempla dos tiempos distintos en el tiempo médico y aunque no
lo pondera, nosotros consideramos que el 20-25% que resta esta distribuido entre docencia, asistencia
a comités clinicos, formacion continuada, investigacion y la participacion en programas de calidad.

El antecedente legislativo al que referir esta afirmacidn proviene del Estatuto Juridico del Personal
Médico (Orden de 4 de julio de 1972, art. 67) donde dice que la jornada del personal médico es de 36
horas semanales elevando el nUmero de horas a 42 si se desarrolla investigacién o docencia. Por otro
lado, las Comunidades Autéonomas ofrecen una desigual interpretacién de este mismo concepto
dependiendo de los resultados de negociacién en sus mesas sectoriales.

Hay que dar peso a los distintos picos del tiempo técnico, tanto troncales: recepcién de muestras,
talla, procesado, confeccién de bloques, corte, tincidn, etiquetado, distribucion, digitalizacion,
archivado y eliminacién de residuos; como especificos: técnicas de inmunohistoquimica, de
inmunofluorescencia, técnicas convencionales, Mohs, intraoperatoria, citopreparacion, asistencia a
PAAF, EBUS/EUS, ROSE, técnicas moleculares (ISH/PCR) o el citodiagndstico.

LIBRO BLANCO DE LA ANATOMIA PATOLOGICA EN ESPARA 2021 1 323



Recomendaciones del Grupo de Trabajo de Gestién Aplicada y Calidad de la SEAP

La nueva realidad, y como consecuencia de las obligadas medidas de bioseguridad que debemos
de adoptar por la pandemia de SARS-CoV2, parece un buen momento para abordar este debate. La
carga real en las jornadas laborales por todos los profesionales de un servicio de anatomia patoldgica
ha podido variar y, probablemente, ya no esté asociada, exclusivamente, al trabajo que concluye en
informes de biopsias, citologias y autopsias. Puede ser una buena oportunidad para hablar de los
distintos roles, por si tienen que ser redefinidos, y con ellos sus cargas de trabajo.

CALCULO DE LA CARGA DE TRABAJO CONTEMPLANDO EL TIEMPO TECNICO

De nuevo recordaremos lo dicho en la elaboracion del tiempo médico que puede servirnos como
guia. Una de las aspiraciones para nuestra especialidad es la de disponer de un sistema homologado,
objetivo y universalmente aceptado respecto a la carga de trabajo. Si bien la cuantificacion del trabajo
respecto a las unidades de biopsias, citologias y autopsias ha sido la manera de medir la actividad de
un servicio o departamento, en estos momentos ya no nos sirve. Ya en los afios noventa el proyecto
SIGNO (II), propuso medir el trabajo a través de las unidades relativas de valor (URV), pero tampoco
funciondé. Tal vez, una de las razones fue por su caracter economicista, ya que el objetivo era
normalizar la factura interna en un analisis de costes que permitiera elaborar un presupuesto. Y dos
grandes criticas se vertieron, ademads, sobre estas URV. Por un lado, que la gestién econédmica de los
Servicios quedaba fuera del alcance de los profesionales (aunque no fuera de su influencia) y, por otro,
el insuficiente desarrollo de los sistemas informaticos de aquellos tiempos [3].

La SEAP en un compromiso constante por vertebrar con procedimientos que permitiesen la
comparacion entre Servicios, publica en el Libro Blanco de 1997 y en el suplemento de 1999 un
catdlogo de muestras y procedimientos simplificado y conceptualiza la carga laboral como una
actividad profesional desprovista de gastos fungibles asociados que el patélogo desempena para alcanzar
el objetivo final del diagndstico expresada en tiempo o equivalente.

Es la segunda edicién del Royal College of Pathologists, y la publicacién por aquellos afios del
Catdlogo de procedimientos diagnésticos en anatomia patoldgica, editado por la Generalitat
Valenciana que mutoé el valor econémico de las URV a valor tiempo. Esta nueva manera de medir fue
ampliamente aceptada ya que venia del consenso entre un grupo de patélogos y su aceptacién por
parte de una administracidon publica. Las biopsias se clasificaron de Tipo |, Il, lll, IV y V y los tiempos
asignados fueron 20-40-60-80-120 minutos.

En este recorrido por nuestros antecedentes, debemos rescatar una figura esencial para el calculo:
el factor pu. Este factor permite convertir las UCL a minutos y se fij6 en 10 para mantener el
paralelismo con lo pactado en la Comunidad Valenciana en el afio 2000. El factor pu representa la
carga media laboral que soporta un servicio y, de acuerdo a este dato, valores por debajo de 10
expresarian sobrecarga, y mas sobrecarga cuanto mas alejados se encuentre de la decena. Dado que
el factor pu estd directamente relacionado con el tiempo médico, su valor permite planificar los
recursos profesionales y ser una herramienta de gestion de cara a la direccion y la gerencia. Pero dos
son las consideraciones, ademas, que debemos de tener en cuenta:

e Que es el tiempo médico el que marca el valor final del factor pu: se considera, por célculos
realistas y por consenso, 6 minutos el tiempo por unidad (tal como consideraba en su
segunda edicion The Royal College of Pathologists).

e Que el tiempo médico hay que asimilarlo a tiempo asistencial, esto es, el 75-80% del tiempo
de una jornada laboral.

Como ejemplo, podemos considerar un servicio que tiene un convenio en el que se
contemplan 1.826 horas anuales, lo que supone 109.560 minutos. Tal como hemos convenido, el
tiempo asistencial representa el 75% del tiempo de trabajo, por tanto, se disponen de 82.170 minutos
o de 13.695 UCL (UCL = 6 minutos) para el desarrollo de un trabajo sin sobrecarga. El niUmero de
profesionales médicos en cada unidad de anatomia patoldgica resultard de la division de las UCL
totales del servicio y las 13.695 UCL que debe desarrollar cada patélogo.
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Del mismo modo para los profesionales TSAPyC, un convenio de 1.826 horas anuales, descontando
el porcentaje del tiempo asistencial, debe permitirnos contar las UCL cuando quede definida la unidad
de carga y, con ello, calcular los RRHH técnicos necesarios para cubrir de manera equilibrada el flujo
de trabajo de ese servicio.

DISTRIBUCION DE LA CARGA DE TRABAJO EN HISTOPATOLOGIA

En este apartado deberemos de tener en cuenta:

Mantener el catdlogo de procedimiento de la SEAP publicado en 2017.

Distribuir la carga de trabajo TSAPyC a cada uno de los procedimientos. Una dificultad a
solucionar es el hecho que si los procedimientos en el tiempo médico se dividian en macro y
micro y cabia la posibilidad que cada uno fuera imputado a un profesional distinto (macro a
un residente y micro a un patélogo), en la distribucion de procedimientos técnicos se trata de
un proceso continuo a través de varios TSAPyC.

La organizacion de algunos servicios ha hecho que el personal técnico realice el proceso de
macro. Es necesario abrir este debate y establecer criterios objetivos que contemplen las
distintas realidades que se estan produciendo.

Se incorpora como un apartado especifico el diagnéstico molecular que se detalla mas
adelante.

La microscopia electrénica debe contemplarse como un elemento mds de carga de trabajo y
se hard en aquellas patologias que lo requieran. Hay que debatir si estas cargas deben de
contemplarse de manera prospectiva, como el resto, o excepcionalmente retrospectivas.

DISTRIBUCION DE LA CARGA DE TRABAJO EN CITOPATOLOGIA Y CITOTECNOLOGIA

En este apartado se han considerado tres grandes criterios para hacer la distribucién de la carga:

Procesamiento técnico de cualquier citologia separando dos grandes rutinas: aquellas que
requieran concentrados (citogine, orinas, liquidos) y los extendidos que serian el resto.

La presencia o no del TSAPyC en el momento de la toma de la muestra. Toda citologia tiene,
por ella misma, una carga troncal y va sumando carga en funcién de la técnica: PAAF, ROSE
(Rapid on site evaluation), EBUS /EUS (Ecoendoscopia lineal/ultrasoud).

Y dos criterios no menores a tener en cuenta:

Contemplar a efectos de carga los programas de cribado ginecolégico por parte del
citotécnico.
Técnicas de determinacion de HPV.

DISTRIBUCION DE LA CARGA DE TRABAJO EN PATOLOGIA AUTOPSICA

Respecto a la autopsia se contemplaran dos tipos de procedimiento:

Autopsia normal que incluye los 9 tipos recogidos en el catdlogo de procedimientos de la
SEAP
Autopsia de alto riesgo tipo COVID, SIDA...

DISTRIBUCION DE LA CARGA DE TRABAJO EN TECNICAS MOLECULARES

En este apartado se tendran en cuenta los siguientes criterios para hacer la distribucién de cargas.
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¢ Nivel de automatizacién de los laboratorios influyendo muy notablemente en la carga de
trabajo, por ejemplo, extraccién automatizada de 4cidos nucleicos.
e Presencia a no de bidlogos que realicen tareas de interpretacion.
e Andlisis de alteraciones gen a gen o mediante técnicas de alto rendimiento
e Complejidad de las técnicas realizadas:
« Nivel 1: Sin extraccién (Idylla).
« Nivel 2:ISH.
« Nivel 3: PCR sobre DNA, kit estandarizado.
« Nivel 4: Secuenciacién, pirosecuenciacion.
« Nivel 5:NGS.

DISTRIBUCION DE LA CARGA DE TRABAJO EN DIGITALIZACION DE PREPARACIONES Y BLOQUES

Incluimos en este apartado todas las labores que tendran un proceso técnico de digitalizaciéon o
escaneado, teniendo en cuenta que tras este se procede al archivo. Esta carga de trabajo se encuentra
a caballo entre las fases analitica y la post analitica.

Tareas de tecnificacion del escaneado de preparaciones:

e Cargary descargar los escaneres.

e Resolver los errores de escaneo (paradas del escaner por defecto en el portaobjetos,
bloqueos accidentales del escaner, etc.).

e Eliminar las incongruencias entre LIS y en sistema informatico que controla los escaneres.

e Resolver los desenfoques cuando ocurren.

e Atender las prioridades de escaneo y a los patélogos con problemas en este campo.

e Dar de alta, adecuar, reetiquetar y escanear casos antiguos que ahora se requiere revisar por
nueva biopsia, revisién, etc.

e Controlar el archivo digital de los portaobjetos, su recuperacién y avisar en caso de errores al
proveedor de los sistemas.

Tareas de tecnificacion del archivo de bloques y portas:

e Cargar e identificar adecuadamente los contenedores de bloques y portas escaneados segun
llegan al archivo (se almacenan sin orden ninguno).

e Escanear cada contenedor.

e Recuperar bloques del archivo segun se van necesitando para hacer nuevas técnicas IHQ o
moleculares.

e Recuperar portas si es necesario su reescaneo.

e Procesar todas las peticiones de bloques o portas fisicos para su envio fuera del hospital
(sobre todo a peticidén de los pacientes para ensayos clinicos, consultas de segunda opinién,
etc.).

Tareas de tecnificacién de asistencia a la nueva patologia computacional:

e Revisar que los algoritmos automaticos de clasificacion de los casos son correctos.

e Comprobar que cada caso estd listo para diagnéstico (no falta ninguna técnica para escanear
o hacer, el escaneo realizado es correcto, etc.).

e Mirar cada porta, identificar la técnica y aplicar los algoritmos en patologia de rutina.

e Elaborar un informe estructurado de cada caso con los datos de los algoritmos incluidos en él.

e  Preparar la revisién de los casos por el patélogo.

e Resolver los problemas logisticos de los casos que puedan depender del escéner,
laboratorios, etc.
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METODO DE TRABAJO
Fase 0: Constitucion del Grupo de Trabajo Tiempo Técnico (GTTT)

El Club de Gestion Aplicada y Calidad de la SEAP incluye a una serie de profesionales médicos que
ya participaron en la elaboracién del documento que estimaba la carga de trabajo del tiempo médico.
Partimos de este grupo de trabajo que actuarg, en virtud de la experiencia anterior, coordinando la
metodologia y la informacidn para las especialidades propuestas.

La distribucion de las especialidades responde a la experiencia de cada uno de los servicios y se ha
asignado, previa consulta, atendiendo al reconocimiento de sus trayectorias. Los posibles sesgos de la
muestra van a ser reducidos al incorporar varios servicios a cada una de las especialidades propuestas
(tabla 1). Cada servicio nombrard un representante TSAPyC que participara en las reuniones del GTTT.
La representante del club de TSAPyC de la SEAP se incorpora a la coordinacién del proyecto.

Fase 1: Cuaderno de recogida de datos por especialidad (CRD)

Todos los servicios asignados en cada especialidad mantendran reuniones virtuales con los
coordinadores del Grupo de Trabajo y juntos elaborardn el cuaderno de recogida de datos de esa
especialidad. Este cuaderno tendra elementos troncales y elementos especificos, si los hubiere, de esa
especialidad.

Con un documento consensuado, se recogeran los datos durante un periodo de 3 meses con el fin
de tener un tamafo muestral significativo. Los resultados seran enviados a los coordinadores que dara
tratamiento a los datos y concluiran los resultados para esa especialidad.

Fase 2: Propuesta de la primera version (V.1)

Esta primera version serd ajustada del catdlogo de procedimientos de la SEAP (Ver apéndice) y
debera responder a:

e (Categorias de complejidad técnica

e Unidad de cagar laboral medida en tiempo
e Asignacion prospectiva de la carga

e Determinacién de los tipos de carga TSAPyC

Con todos los datos, se hard una primera propuesta para establecer una carga prospectiva,
atendiendo a diferentes procedimientos técnicos y medida en unidades de tiempo. Esta primera
propuesta se llevara a practica durante otros 3 meses, pero en esta ocasion lo haran todos los servicios
participantes en el proyecto que aplicaran esta versidn V.1 para toda su actividad técnica.

La recogida de datos serad remitida a los coordinadores del proyecto que elaboraran una nueva
propuesta (V.2) incluyendo todas las variables ya consensuadas.

Fase 3: Propuesta version definitiva (V.2) para su aprobacion por la Junta Directiva de la SEAP

A partir de este momento, y con la aprobaciéon por parte de la Junta Directiva de la SEAP, se hara
un documento publico titulado Directrices para la estimacién de la carga de trabajo en citopatologia,
histopatologia, biologia molecular y digitalizacién (tiempo técnico) atendiendo al catdlogo de muestras y
procedimientos de la SEAP (29 edicién) que sera presentado en el Congreso de 2023 en el Libro Blanco
de la Anatomia Patologica en Espania.
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UNA PRIMERA CONCLUSION

Estamos ante un reto ambicioso sobre el que no hay antecedentes en la literatura. El grupo de
trabajo se constituye entre 29 servicios de anatomia patoldgica de hospitales distribuidos por toda la
geografia de Espafa, que representan casi la totalidad de las posibles versiones de nuestra
especialidad. Ademas, este grupo esta formado por 68 profesionales de la anatomia patoldgica (31
patdlogos y 37 TSAPyC) que, a buen seguro, van a aportar lo mejor de su oficio para mejorar el
conocimiento de todos. Y, ademas, es un proyecto que lleva una carga de ilusién afadida porque
cumple con el principio de que la «anatomia patolégica es un trabajo en equipo».
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Proyecto para la estimacion de la carga de trabajo (tiempo técnico) atendiendo al catdlogo de la SEAP

Tabla 2. Cronograma.

Presentacion

P'Eiz;‘;iif" Constitucioén FASE 1 FASE1 FASE 2 FASE 2 FASE 2 FASE3 Ap'::z:jén Recomendaci
Tiempo grupo de Recogida de Elaboracién Propuesta Recogida Elaboracién Propuesta recomendaci ones SEAP
P trabajo GTTT datos datos (V.1) datos V.1 datos (V.2) (V.2) Tiempo
Técnico ones (V.2) P
Técnico
Coordinador Coordinador Coordinador Coordinador
es Grupo de es Grupo de es Grupo de Junta es Grupo de
Trabajo TODOS TODOS Trabajo TODOS TODOS Trabajo TODOS Directiva Trabajo
Tiempo Tiempo Tiempo SEAP Tiempo
Técnico Técnico Técnico Técnico
TIEMPO CONGRESO 20 trimestre 3er trimestre 4° trimestre Ter trimestre 20 trimestre 3er trimestre 4° trimestre Ter trimestre CONGRESO
SEAP 2021 2021 2021 2021 2022 2022 2022 2022 2023 SEAP 2023

LIBRO BLANCO DE LA ANATOMIA PATOLOGICA EN ESPARA 2021 = 329







ScAP-IAP

Sociedad Espafiola de Anatomia Patolégica
International Academy of Pathology



