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Resumen

Las células citotdxicas naturales (natural killer, NK)
son células linfoides del sistema inmune innato. La
persistencia de un estimulo antigénico puede llevar-
las a un estado de célula exhausta y la acumulacién
de mutaciones puede transformarlas en células ma-
lignas. La “leucemia agresiva de células NK” (aggre-
sive NK cell leukaemia, ANKL) es una entidad origi-
nada por estas células transformadas. Presentamos
aqui un caso clinico de ANKL y una revisioén sobre
el inmunofenotipo de las células NK.

Abstract

Natural cytotoxic cells (natural killer, NK) are lym-
phoid cells of the innate immune system. The per-
sistence of an antigenic stimulus can lead to an ex-
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hausted cell state and the accumulation of mutations
can transform them into malignant cells. Aggressive
NK cell leukemia (ANKL) is an entity caused by
these transformed cells. We present here a clinical
case of ANKL and a review on the immunopheno-
type of NK cells.

Introduccion

La ANKL es un desorden linfoproliferativo malig-
no de células NK maduras, asociada al virus Eps-
tein-Barr (EBV), de curso clinico agresivo, de mal
prondstico y con una sobrevida media menor a un
ano.

Los pacientes con ANKL frecuentemente presen-
tan hepatoesplenomegalia, pancitopenia, funcién
hepética alterada, LDH elevada y generalmente
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desarrollan sindrome hemofagocitico, coagulaciéon
intravascular diseminada y falla multiorgdnica®.
Las células NK tumorales usualmente expresan de
manera intensa la molécula de adhesién CD56 y
el receptor tipo lectina CD94 y tienen un fenotipo
relacionado con activaciéon (CD77/*4™ CD45RO",
HLA-DR?"). En contraste CD16 y CD57 son frecuen-
temente negativos®.

Debido a estas caracteristicas fenotipicas se postula
a las células NK maduras CD56""" como la célula
de origen de la ANKL, que luego de la infecciéon por
el EBV se activan y pueden transformarse hacia cé-
lulas malignas®.

El presente articulo tiene como objetivo compartir
el abordaje de un paciente cuyo diagnoéstico final fue
ANKL y presentar una revision del inmunofenotipo
de las células NK.

Caso clinico

Paciente de sexo masculino, de 19 afios que comen-
z6 su enfermedad tres meses previos a la consulta,
con registros febriles diarios, y agregé en el ultimo

mes tricitopenia. Por progresiéon de sus sintomas
consultd a nuestra institucion.

Como antecedentes de relevancia, el paciente habia
cursado una meningitis viral a la edad de 11 afios y
neurocisticercosis diagnosticada a los 4 anos.
Ingres6 estable, febril, sin adenopatias periféricas,
hepatoesplenomegalia, globulos blancos 1980 cé-
lulas/pL (24% linfocitos, 61% neutréfilos, 11% mo-
nocitos), plaquetas 70.000 células/pL, hemoglobina
10,9 g/dL, ESD 7 mm/h; TGP 165 UI/L, TGO 177
UI/L, FAL 1043 UI/L, LDH 1554 UI/L, ferritina 680
ng/mL.

Se realiz6 PAMO que evidenci6 imagenes de hemo-
fagocitosis.

Se solicit6 estudio por citometria de flujo multipa-
ramétrica (CFM) para descartar proceso linfoproli-
ferativo. La CFM de médula 6sea (MO) y sangre pe-
riférica (SP) inform¢ células NK aumentadas (16% y
9% respectivamente): 47% de las mismas con feno-
tipo aberrante: CD56"+*, CD16(+débil variable | CTy7(-/+dé-
bil)’ CD2(+débiI/+)) CD57('), HLA_DR(+)h0m0géneo’ CD94+,
mCD3" (Figuras 1y 2).

Figura 1. Nubes de puntos que muestran el inmunofenotipo de las células NK patoldgicas (poblacion roja)
y las células NK normales residuales (poblacion celeste) presentes en la muestra del paciente. También se
muestran linfocitos T y B normales (verde), monocitos (gris) y neutréfilos (negro) presentes en la mues-
tra de SP del paciente. Notese que las células NK neopldsicas expresan CD56** (A), presentan positividad
homogénea para HLA-DR (B) y son negativas para CD3, CD57, CD16 y CD5 (A-E). Ademas, muestran
disminucién de expresion de CD2 (E) y pérdida de expresion de CD7 (F) respecto a las células NK normales
residuales. La caracterizacion fenotipica fue realizada usando paneles de 3 colores (FITC, PE y PerCP) y

citometro FACS-SCAN.
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El informe anatomopatoldgico de MO describid
signos de hemofagocitosis e infiltracién por células
linfoides de estirpe NK asociada a EBV (EBERI po-
sitivo) (Figuras 3,4y 5).

El paciente evolucioné con deterioro de la funcién
hepitica, ferritinas mayores a 1650 ng/mL y fibrind-
geno en descenso.

La carga viral en SP para EBV fue de 520560 copias/
mL.

Se interpret6 como leucemia agresiva de células NK
y se inicid tratamiento quimioterdpico SMILE con
L-asparaginasa.

Presento una evolucion térpida y tres meses después
de su ingreso fallecié por progresion de la enferme-
dad.

CASO CLINICO

Discusion

Las células NK son células linfoides del sistema in-
mune innato que ejercen su funcién efectora me-
diante su capacidad citolitica y mediante la sintesis y
liberacidn, principalmente, de interferén-y.

Por definicidn, las células NK no expresan CD3 en
su superficie, ni el receptor de células T (TCR), son
positivas para CD56 y expresan cantidades variables
de CD16; son CD2* (unas pocas son CD2°), CD7+>*
. CD5, CD4 y CD8/+dim,

Las células NK maduras comprenden al menos
dos poblaciones: CD56™1" CD167+4m y CD56*4m
CD16" y probablemente correspondan a estadios
secuenciales de diferenciaciéon®. En condiciones
normales, en sangre periférica (SP) y medula 6sea

Figura 2. CD9%4 positivo en células NK totales. Inmunofenotipo realizado por el Dr. Norberto Zwirner,
director del laboratorio IBYME.
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Figura 4. Expresion de CD56 en células linfoides e tamafio mediano (Inmunohistoquimica CD56, 400X).

Figura 5. Expresion citoplasmatica de Granzima B con patrén granular. (Inmunohistoquimica con
Granzima B, 400X, inserto con aceite de inmersion, 1000x.)
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(MO) se encuentran en mayor proporcion las célu-
las NK CD56*4™ (90% del total de las células NK).
Es actualmente aceptado que, bajo la influencia de
estimulos adecuados, las células NK CD56i&h se
diferencian a células NK CD56%™, Se ha propuesto
que en esta diferenciacién ocurre una disminucién
gradual en la expresion de CD94 y la adquisicion de
los receptores de tipo inmunoglobulina de las célu-
las NK (KIRs)@?* (Tabla 1).

Las células NK halladas en SP de pacientes con in-
fecciones cronicas son CD56™, CD16%, CD2*right
y expresan niveles bajos y heterogéneos de CD7 y
CD38, niveles altos de CD57 y menor expresion de
CDl11c que la observada en las células NK CD56*4™
de SP de dadores sanos® (Tabla 2).

En la mayoria de las series de pacientes con ANKL
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y linfoma NK extranodal (ENKL), tipicamente se
encuentra que CD56 estd expresado de manera in-
tensa, CD16 puede ser débil y variable (una con-
siderable proporcién de casos son negativos) y se
observa pérdida total o parcial de CD7. Granzima
B y perforina generalmente son positivas, lo que
demuestra su naturaleza citotdxica, aunque CD57
es negativo. La expresion de HLA-DR, CD45RO y
CD45RA se observa en la mayoria de los casos cuan-
do han sido ensayados. Este patrén de expresion es
similar al encontrado en las células NK reactivas de
pacientes con infecciones virales o enfermedades
tumorales. La misma observacion puede ser apli-
cada al patrén de expresion CD11c, que cuando se
encuentra expresado es débil y heterogéneo. La pér-
dida de CD7 en la mayoria de las células tumorales
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también podria resultar de la activacidn, ya que en
células NK activadas cronicamente, su expresion es
también débil y heterogénea (Tabla 2). El receptor de
tipo lectina CD94 se encontrd expresado en la ma-
yoria de las ANKL y ENKTL®.

Dado que la ANKL y el ENKL se originan a partir de
células NK transformadas y usualmente infectadas
con EBYV, es esperable que el inmunofenotipo halla-
do en estas entidades sea el de “células NK activa-
das” Ademads, de acuerdo con los inmunofenotipos
de las distintas series, es probable que el origen de
estas células activadas sea una célula NK CD56"ieh,
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y esto podria justificar en parte la hepatoesplenome-
galia, la insuficiencia hepatica y la invasién de otros
6rganos observados en la ANKL, ya que el patrén
de expresién de los receptores de citoquinas (CKR)
hallados en las células tumorales de la ANKL son si-
milares al de las células normales NK CD56*"&", Di-
cho patrén de CKR permiten a estas células migrar
a tejidos periféricos en condiciones de inflamacién
crénica®.

En el caso presentado las células NK identificadas
como aberrantes fueron CD56"&", CD16-, CD94",
CD57 y fueron identificadas por la pérdida de

Tabla 1. Principales caracteristicas de las subpoblaciones de células NK

Células NK CD56*™ CD16* CD56*re" CD167+4m
Funcién Citotoxicas Inmunorreguladoras
Distribucién SP, MO y bazo Organos linfoides secundarios

CD2* (unas pocas CD2) CD2*

CD7 +bright CD7 +bright

CD5 CD5

CD8 -/+dim CD8 -/+dim

CD38* CD38*

CD45RA *bright CD45RA *brisht
Inmunofenotipo | KIR* KIR

CD45RO CD45RO

HLA-DR HLA-DR

CD26 CD26*

CD11c heterogéneo y variable CD11c*

CD9%4 heterogéneo y variable CD9%4+

CD57 heterogéneo y variable CD57

Tabla 2. Principales caracteristicas de las células NK activadas

NK recientemente activadas
(infecciones agudas)

NK activacion tardia
(infecciones cronicas)

CD56"m CD16*

CD56*m CD16*

Patrén de expresion CD7/CD2 similar al observado
en células NK CD56*%™ normales

CD2 **righty niveles bajos (y heterogéneos) de CD7

CD38*

Bajos niveles (y heterogéneos) de CD38

CD45RA*

Fraccion elevada de células NK CD45RO* y/o HLA-
DR*

CDl11crdim CD1lc”™*
CD57 CD57 +bright
76 HEMATOLOGIA « Volumen 25 N° 3: 72-78, 2021
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expresion de CD7 y la expresion débil de CD2. Las
células demostraron tener un fenotipo “activado”
(HLA-DR* CD7-/#hetereg)) y citotoxico (granzima BY),
semejante a lo descripto en la literatura. La expre-
sién intensa de CD56, la positividad para CD9%4 y
la ausencia de expresiéon de CD16 y CD57 avalan lo
propuesto en la literatura, que la contrapartida nor-
mal de estas células neoplasicas podrian ser las célu-
las NK CD56right,

La transformaciéon a ANKL de los procesos linfopro-
liferativos T/NK asociados a EBV de la infancia,
como la infeccién crénica activa de células T/NK
por EBV, es particularmente propensa a ocurrir en
pacientes jovenes®.

Debe mencionarse que, si bien la asociacién entre
ANKL vy la infeccién por EBV es bien establecida,
también es reconocida la ANKL negativa para EBV.
En contraste con la ANKL EBV-positiva, los casos
de ANKL EBV-negativa se observan mas frecuen-
temente en pacientes de edad avanzada. La sospe-
cha de ANKL no deberia descartarse por el estatus
EBV-negativo si el cuadro clinico, los hallazgos in-
munofenotipicos y morfologicos avalan este diag-
nostico. No se han observado diferencias fenotipicas
ni morfolégicas en las ANKL EBV-positivas versus
las EBV-negativas®”.

En el analisis citogenético convencional se han re-
portado pocas alteraciones, las mds comtinmente
reportadas incluyen del (6)(q21q25) y del(11q)".
Los avances en los métodos de secuenciaciéon masiva
han proporcionado informacién valiosa para poder
comprender la patogenia molecular de la enferme-
dad. Las mutaciones mas cominmente reportadas
son las que implican a la via de sefializacion JAK/
STAT. Otras alteraciones reportadas han sido en la
via RAS/MAPK, asi como mutaciones en regulado-
res epigenéticos y reguladores del ciclo celular como
TP53. Estos hallazgos representan potenciales dia-
nas terapéuticas para la enfermedad®”.

Las células NK expresan altas concentraciones de
glicoproteina P, lo que confiere resistencia a multi-
ples farmacos. En la actualidad no se ha establecido
un régimen 6ptimo de quimioterapia, pero se ha vis-
to que los resultados han mejorado con los esquemas
que contienen L-asparaginasa®, incluido el esquema
SMILE, VIDL, AspMetDex. El esquema GDP mos-
tro ser eficaz en ciertos pacientes con AKNL"?, A
pesar de esto, el pronostico continta siendo pobre y
la respuesta usualmente es transitoria. El trasplante
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alogénico de células hematopoyéticas puede ayudar
a prolongar la sobrevida, pero tiene un éxito limita-
do, mas de la mitad de los pacientes recaen con la
enfermedad”®.

Esta neoplasia de células NK maduras es de curso
clinico agresivo y de muy mal prondstico.

A su vez, el sindrome hemofagocitico (SHF), fre-
cuentemente presente en los pacientes con ANKL,
es un sindrome potencialmente mortal, caracteriza-
do por una activacion incontrolada y persistente de
linfocitos T citotoxicos y células NK. La incapacidad
del huésped de remover el estimulo antigénico resul-
ta en una respuesta inmune constante y amplificada,
con liberacion de citoquinas proinflamatorias que
resultan en niveles altos de activacién de macrdfagos
con hemofagocitosis resultante, dafio tisular y falla
organica®.

Conclusion

Las neoplasias de células NK son poco frecuentes, de
curso clinico agresivo y aiin no se conoce con pre-
cision el origen celular de su contrapartida normal.
Aunque no es posible demostrar clonalidad de las
células NK por citometria de flujo multiparamétrica,
se destaca la importancia de esta técnica que per-
mite identificar, caracterizar y cuantificar las células
NK con expresion aberrante de antigenos que, en el
caso clinico presentado, ayudaron a direccionar ra-
pidamente el diagndstico.

Cabe destacar que la causa mas comun de SHF se-
cundario en adultos son las enfermedades malignas
y, de ellas, las hematologicas son disparadores mu-
cho mads frecuentes que los tumores sélidos®, por lo
que, frente a un SHE los procesos linfoproliferativos
deben ser una de las primeras causas a descartar. La
CFM es una herramienta fundamental y presenta
varias ventajas para alcanzar este objetivo: rapidez,
sensibilidad y especificidad.
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