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VALORACIO INICIAL DE PACIENTS AMB LIMFOCITOSIS

Limfopoesi:

El sistema limfoide normal esta format pels organs limfoides primaris o centrals i els secundaris o periférics.
En I'adult la medul-la dssia (MO) i el timus exerceixen la funcié d'organs primaris; en aquests s'originen els
limfocits B i T respectivament a partir de la cél-lula mare hematopoetica pluripotencial, madurant
posteriorment sense requerir la preséncia d'antigens. Als organs secundaris és on s'inicien les respostes
immunes i estan formats pels ganglis limfatics, la melsa, I'anell de Waldeyer i els acimuls limfoides dispersos
a la mucosa del tub digestiu (plaques de Peyer), el tracte respiratori i el genitourinari. Aqui, els limfocits
troben I'ambient adequat per poder interaccionar amb els antigens i les cél-lules presentadores d'antigens
(CPA).

Els limfocits B (B de bursa de Fabrici) sén els responsables de produir anticossos com a resposta a I'estimul
antigenic. Els limfocits T (T de timus) son els responsables de la resposta immune cel-lular.

Les cél-lules B madures comprenen el 10-15% dels limfocits de la sang periférica, el 25-50% dels del gangli i
de la melsa, i el 10% dels de la medul-la 0ssia. Aquestes cel-lules es caracteritzen per posseir Ig de superficie
gue els serveixen com a receptors per reconeixer els antigens. Les cel-lules B “verges” sén limfocits petits que
circulen en sang periférica i també ocupen els fol-licles primaris i les zones del mantell fol-licular dels ganglis
limfatics. En trobar I'antigen que encaixa especificament amb els seus receptors de superficie, les cél-lules B
“verges” es transformen, proliferen i maduren en cel-lules plasmatiques o de memoria. Aquesta maduracié
en cél-lula plasmatica de vida curta es produeix directament després de la unié amb |'antigen fora del centre
germinaliindependent de les cel-lules T; és la resposta primaria d'anticossos IgM. Altres cel-lules B exposades
a l'antigen emigren al centre del fol-licle primari, on proliferen i es transformen en centreblasts, i modulen
I'expressio de diverses molécules. Al centre germinal es desenvolupa una hipermutacié somatica dels gens
de les regions variables de les cadenes pesades i lleugeres de les Ig, i el canvi de classe de cadena pesada
d'lgM a IgG o IgA. Els centroblasts maduren a centrocits que expressen immunoglobulines de superficie (Slg)
diferents dels seus precursors com a conseqiieéncia de les mutacions produides. Els centrocits amb més
afinitat per l'antigen que esta exposat per les cel-lules fol-liculars dendritiques i, gracies a la interaccié amb
aquestes i amb les cel-lules T, sén rescatats de I'apoptosi i es diferencien en cél-lules plasmatiques de vida
llarga o de memoria. Les cél-lules B de memoria post germinals se situen a la zona marginal del fol-licle
limfoide, pero també emigren a sang periférica i es localitzen a la polpa blanca de la melsa i al teixit limfoide
associat a les mucoses (MALT, de I'angles mucosa associated lymphoid tissue ).

Els limfocits T son els responsables de la immunitat cel-lular, és a dir, dels fenomens de citotoxicitat,
hipersensibilitat retardada, rebuig d'empelts i de la reaccié de lI'empelt contra el receptor. Els limfocits T
madurs suposen el 70-80% dels limfocits normals de la sang periférica, el 90% dels del conducte toracicii el
30-40% dels presents en els ganglis limfatics i la melsa. El procés de diferenciacid i maduracid dels precursors
dels limfocits T originats a la medul-la 0ssia (protimocets) es realitza a les diferents zones del timus sota la
influencia del microambient epitelial. Les cel-lules T madures antigenoespecifiques es produeixen a I'escorga
timica. Les cel-lules T que reconeixen péptids propis s'eliminen per apoptosi.

Els limfocits T madurs passen a sang periférica i, posteriorment, se situen a la zona paracortical del gangli
limfatic i formen un maniguet perivascular al voltant de les arterioles espleniques. Els limfocits T i, en menor
grau els B, mantenen una constant recirculacié entre la sang i els teixits, cosa que permet una vigilancia
immunologica permanent.

En contrast amb els limfocits B, que reconeixen els antigens en la seva conformacid primitiva, perque es
produeixi el reconeixement dels limfocits T cal que els antigens siguin processats en petits peptids i
presentats juntament amb les moléecules del complex major d'histocompatibilitat (HLA). Aquesta funcio de
processament antigenic és duta a terme per les CPA. L'exposicié a I'antigen estrany determina la proliferacio
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i la posterior diferenciacié dels limfocits T en els diversos subtipus de cel-lules efectores, en un complex i
equilibrat procés en que intervenen les cel-lules del sistema mononuclear fagocitic i on s'alliberen gran
guantitat de citocines. El reconeixement de I'antigen es produeix pel receptor antigenic del limfocit T, en
connexié amb el sistema HLA; concretament, les cél-lules T col-laboradores (CD4+) reconeixen els
determinants HLA de classe 2 i les cel-lules T citotoxiques-supressores (CD8+) els determinants de classe 1.
Un petit nombre de limfocits T persisteixen, després de I'exposicié a I'antigen, com a cél-lules de memoria
capaces de desenvolupar una resposta més rapida i efectiva si I'organisme és exposat de nou al mateix
antigen.

A més dels limfocits B i T, el 15 % dels limfocits circulants el conformen les anomenades cél-lules agressores
naturals (natural killer, NK). Les cel-lules NK tenen morfologia de limfocits grans granulars . Aquestes cél-lules
posseeixen receptors de membrana per al fragment Fc de la IgG i presenten activitat citolitica directa, ja sigui
intervinguda per la regié Fc dels anticossos o independent dels mateixos (activitat citolitica natural, no
mediada pel sistema HLA, dependent dels receptors killer activadors i receptors killer inhibidors [KIR]). Les
cel-lules NK exerceixen un important paper en la vigilancia i destruccid de les cel-lules que espontaniament
pateixen transformacié maligna i en la defensa contra les infeccions viriques.

Limfocitosi:

En persones adultes es considera limfocitosi un recompte absolut de limfocits superior a 4x10%/L i en nens
de fins a 10 anys, superiors a 7x10°/L.

Per valorar una limfocitosi, cal tenir en compte I'edat del pacient, la historia clinica, temps d'aparicio i
evolucié de la limfocitosi, exploracio fisica (arees ganglionars, fetge, melsa), parametres de laboratori i
troballes morfologiques dels limfocits.

Les causes es poden dividir en 2 grans grups: limfocitosis reactives i limfocitosis clonals o sindromes
limfoproliferatives (SLP).

Estudi inicial:

- Anamnesi: Interrogar el pacient pel motiu de consulta; antecedents personals i familiars; Us de farmacs.
L'edat i el temps d'aparicid sén importants per orientar la causa de la limfocitosi. Preguntar per
simptomes B (pérdua de pes, febre i/o sudoracié nocturna). Valoracié per sistemes.

- Exploracid fisica: Mucosa oral, lesions cutanies, arees ganglionars (cervical, axil-lar, inguinal), fetge i
melsa.

- Analitica: Amb hemograma, VSG, funcid renal i hepatica. Proteinograma, LDH i Beta-2 microglobulina en
cas de sospitar un SLP.

- Morfologia de frotis sanguini: Indicat en limfocitosi persistent, d’augment progressiu o sospita d’un SLP.
Com detallarem més endavant, CATLAB treballa amb uns criteris per a la revisié de frotis de les mostres
de rutina i també descriurem les alteracions morfologiques que se solen trobar tant a les limfocitosis
reactives com a les patologiques.

- Serologia infecciosa: Tenint en compte I'edat i la clinica del pacient, valorar sol-licitar serologies per a les
diferents infeccions que cursen amb limfocitosis descrites a I'apartat segiient.

- Immunofenotip de poblacié limfoide en sang periférica: Util per a la deteccié de limfocits clonals o
patologics. Que no es detectin, no descarta un SLP ja que alguns tipus de limfoma no solen tenir expressid
en sang periferica com el Limfoma de Hodgkin, el Limfoma B difus de cel-lula gran, etc.

- Proves d'imatge: Rx de torax i ecografia abdominal per descartar esplenomegalia. En cas d'un SLP, per a
I'estudi d'extensid, en hematologia clinica es valorara sol:licitar un TAC o PET-TAC segons el tipus.

Altres estudis que seran sol-licitats en hematologia en cas de sospita d'un SLP per confirmar el diagnostic i
estudiar-ne I'extensio son: Aspirat / Biopsia de medul-la ossia, Biopsia ganglionar, Citogeneética i Biologia
Molecular.
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Causes de limfocitosi:

1) Limfocitosis Reactives:

Infeccions bacterianes subagudes / croniques: Brucel-losi, tuberculosi, sifilis, malaltia per
esgarrapada de gat.

Sindromes mononucleosiques (Fig. 1): Virus d'Epstein-Barr (80-90% dels casos), Citomegalovirus
(d’especial importancia en gestants i en immunodeprimits), Toxoplasma gondii, primoinfeccié per
VIH, Herpes virus huma tipus 6, Rubeola, Virus varicel-la-zoster, virus de I'hepatitis. El quadre es
caracteritza per febre, odinofagia (supurativa en el 30% dels casos), adenomegalies cervicals, asténia
i esplenomegalia principalment. A |'analitica destaca a més de la limfocitosi, I'elevacié dels enzims
hepatics.

Altres infeccions: tos ferina, Rickettsiosi

Limfocitosis croniques: malalties autoimmunes, tumors solids, timoma, inflamacid cronica,
tabaquisme, sarcoidosi, hipoesplénia (funcional o anatomica), limfocitosi B policlonal persistent
(LBPP) limfocitosi generalment associada a dones fumadores amb presencia de limfocits binuclears
en sang periférica (Fig. 2).

Limfocitosis Agudes: limfocitosi d'estres (IAM, insuficiencia cardiaca, xoc séptic, cirurgia major,
traumatismes, estatus epiléptic, crisi drepanocitica, reaccions d'hipersensibilitat), farmacs
(hidantoines, penicil-lina, fenilbutazona).
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infecciosa Fig. 2: Linfocito binucleado de la
Linfocitosis B Policlonal Persistente

2) Limfocitosis clonals o Sindromes limfoproliferatives:
En aquesta publicacié no aprofundirem sobre la darrera classificaciéo de I'OMS de les neoplasies del
sistema limfoide. A grans trets es divideixen en neoplasies de cel-lules B, neoplasies de cél-lules T i
neoplasies de cel-lules NK. Dins de cada grup, hi ha alguns limfomes que tenen expressid en sang
periférica (expressié leucémica). A continuacid, mostrem els més importants amb la morfologia tipica
dels limfocits trobats a cadascun d'ells:

De cél-lules B:
. Leucéemia Limfatica cronica (LLC):

e
s Fig. 3: LLC tipica o classica: limfocits petits amb cromatina
RN @ condensada (aspecte de closca de tortuga o grumelee) i citoplasma
& f D escas. Els limfocits proliferants sén anormalment fragils pel que
@ % ‘ s’esquincen amb facilitat al fer I’extensio, generant-se aixi les ombres
i 4 Gumprecht (fletxes).
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. Limfoma Folicular:

@
Fig. 4: Centrocits amb caracterisiques morfologiques tipiques:
tamany petit, citoplasma escas i fenedura nuclear.
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. Leucemia Prolimfocitica:
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O ) Fig. 5: Prolimfocits de tamany mitja i Cromatina semimadura
amb un nucléol visible i prominent de localitzacié central.

. Limfoma del mantell:

Fig. 6: La variant classica és polimorfa pel que fa al tamany
nuclear |l a lairregularitat del contorn nuclear. El tamany cel.lular
és més aviat petit i el nucli, que ocupa quasi tota la cel. lula,
presenta una cromatina d’aspecte puntejat molt caracteristic
amb 1 o 2 fenedures poc profundes.

. Limfoma esplénic de la zona marginal:

Fig. 7: Limfocits vellosos: de mida superior als limfocits normals,

nucli amb cromatina condensada, rodd o ovalat, normalment
sense nucléol visible. El citoplasma és basofil amb prolongacions
velloses curtes.
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Tricoleucémia:

Fig. 8: Tricoleucocits de tamany mitja o gran, nucli amb
diferents configuracions (rodona, ovoide o indentada) de
posicié relativament excéntrica. La cromatina és laxa i pot
presentar un petit nucleol. Ampli citoplasma, de tonalitat blava-
grisacea. La principal caracteristica sén les nombroses
projeccions a mode de pél que donen nom a la cel.lula.

Fig. 9: Limfoplasmacit de mida petita/mitjana, nucli excéntric
amb cromatina condensada, amb presencia de cossos de
Dutcher (inclusions nuclears de Ig), citoplasma moderat, basofil,

¢ N
\" “ > % en ocasions amb vacuoles. A més s’observen eritrocits en pila
3 Q - de monedes (Rouleaux).

Limfoma de Burkitt:
$~ J

Fig. 10: Cel.lules d’aspecte blastic, monomorf, de mida mitjana,
cromatina laxa, un o més nucleols visibles i citoplasma molt

i
o basofil amb abundants vacuoles.
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- DecéllulesT:
Sindrome de Sézary: Expressio Leucémica de la micosi Fungoide (Limfoma T cutani)
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\7 ) B Fig. 11: Cel.lules linfoides atipiques de mida petita, aspect
madur amb nucli irregular “cerebriforme”.

. Leucémia/LimfomaT de I'Adult: associat al virus HTLV-1
9 vV O 'y
Fig. 12: Limfocits de mida mitjana amb nucli irregular amb
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Leucémia de Limfocits grans granulars T:
Fig. 13: Cel.lules limfoides de mida gran, nucli rodd, dens i
citoplasma amplii clar en el que destaca la preséncia de granuls

azurofils.

De cél-lules NK:
Leucémia agressiva de cél-lules NK:

y
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Fig. 14: Cel.lules limfoides de mida gran amb abundants granuls
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Estudi de les limfocitosis a CATLAB:

El laboratori central de CATLAB (Viladecavalls) analitza diariament una mitjana de 2.200 hemogrames
procedents de 43 centres d'atencié primaria i 3 hospitals de segon nivell de la zona del Vallés Occidental,
abastant una poblacié de 1.050.000 habitants.

En la nostra rutina de treball, tenim algoritmes per fer la revisié del frotis en pacients amb alteracions del
parametre dels limfocits, tenint en compte I'edat de la persona, el nombre absolut de limfocits i les alertes
de l'analitzador. Quan a una mostra se li genera una revisid de frotis, se li realitza una extensié de sang
periférica per mitja de l'extensor/tenyidor SP50 per a després ser analitzada per microscopia digital
mitjangcant el Cellavision® DI-60. Tots dos analitzadors treballen connectats en cadena als 5 analitzadors
Sysmex XN-9100 amb qué compta el laboratori per a la realitzacié dels hemogrames (Fig. 15).

Fig. 15: Cadena Sysmex-9100 cbmposta per, de dreta a esquerra, de 3 analitzadors XN-10; 2 analitzadors XN-20; un distribuits TS; 1 extensor-
tenyidor SP-50 i un Cellavision © DI-60

Les imatges cel-lulars obtingudes pel Cellavision ® sén revisades inicialment pels técnics especialistes en
laboratori (TEL) que realitzen el recompte cel-lular i descriuen les principals alteracions morfologiques
detectades. Posteriorment el Facultatiu d'hematologia revisa aquest informe i decideix si valida el resultat o
fa una nova revisié mitjangant microscopia Optica. Si se sospités d'un SLP no diagnosticat préviament,
s'amplia I’estudi per citometria de flux i en cas de confirmar-se, s'envia un avis al metge sol-licitant per correu
electronic o per trucada telefonica.

El 2023 vam generar 238 estudis d'immunofenotip per descartar un SLP T/B, dels quals 154 (65%) van resultar
positius per a algun tipus de SLP. Dels positius, en 140 (91%) coincidia la descripcié morfologica amb el SLP
diagnosticat per citometria de flux; i el SLP més freqlient va ser la Leucemia limfatica cronica (LLC) amb un

56% (Fig. 16).

En un proper CATLAB-Informa del departament de citometria, es descriuran amb més detall els SLP
diagnosticats a les diferents mostres biologiques de les diverses procedencies.
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Fig. 16: Sindromes limfoproliferatives diagnosticades a CATLAB ampliades a partir de la revisioé de frotis durant el 2023
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