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Butlleti N° 157

Leucemia Linfocitica de células T Grandes Granulares
(T-LGLL)

El sistema inmunitario es una red compleja constituida por células, tejidos y
organos que trabajan de manera conjunta para mantener el organismo libre de
infecciones y procesos neoplasicos. Entre las células que participan destacan
los linfocitos, que presentan la capacidad de identificar agentes patégenos y
generar respuestas inmunoldgicas tanto innatas como adaptativas.

Podemos distinguir tres subfamilias de linfocitos principales: Linfocitos B,
responsables de la produccion de anticuerpos; linfocitos T, esenciales en la
respuesta adaptativa; y linfocitos Natural Killer (NK), que forman parte de la
respuesta inmunoldgica innata.

Los linfocitos T pertenecen al sistema inmunitario adaptativo y se originan a la
médula O6sea a partir de un progenitor linfoide comun. Posteriormente se
desplazan hacia el timo, donde maduran y adquieren la capacidad de reconocer
antigenos a través del receptor de superficie TCR.

Durante su maduracion, sufren un proceso de recombinacion de los genes
TCRa, TCRB, TCRy y TCR®, paralelo a cambios fenotipicos que van desde un
estado CD4—-CD8- hasta el fenotipo CD4+CD8+. Posteriormente, son sometidos
a un proceso de seleccion que elimina aquellas células con reactividad hacia
antigenos propios.

Finalmente los linfocitos T se diferencian en dos subpoblaciones principales:

e Linfocitos T helper (CD4+CD8-): Encargados de modular la respuesta
inmunoldgica a través de la secrecion de citocinas y la activacion otras
células.

e Linfocitos T citotoxicos (CD4-CD8+): responsables de eliminar cél-lules
infectadas o tumorales.

Estos linfocitos CD4+ o CD8+ maduros, posteriormente migran a sangre
periférica y a los 6rganos linfaticos secundarios, donde entran en contacto con
el antigeno, proceso esencial para que cada subpoblacién de linfocitos T
desarrolle su rol en la respuesta inmunolégica y ésta sea especifica y efectiva.
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Figura 1: Esquema de la maduracion de los linfocitos T [Imagen en internet]. CUSABIO team. T Cell
Activation - The Switch for T Cell Executive Function [citat el 25 de desembre de 2025]. Disponible en:
https://www.cusabio.com/c-21187.html

NEOPLASIAS DE CELULAS T Y NK MADURAS:

Las neoplasias de células T y NK maduras constituyen un conjunto heterogéneo
de enfermedades malignas linfoides poco frecuentes que implican, o bien, a los
linfocitos T, o bien, a las células NKy que a menudo comparten mecanismos
fisiopatologicos similares.

Su incidencia varia del 10% al 15% de los linfomas de células maduras a nivel
mundial. En nuestro laboratorio, Catlab, segun el analisis de los estudios de
sindromes linfoproliferativos realizados durante el 2023, estas neoplasias
representaron solo el 2% del total, confirmando la baja prevalencia.

Segun la ultima clasificaciéon de la OMS de 2022 (WHO-HAEMDb), las neoplasias
de células T y NK maduras se dividen en nueve familias. Dentro de la familia de
las “Leucemias de células T y NK maduras” se incluyen seis entidades
caracterizadas por presentarse en forma de enfermedad leucémica, y entre estas
encontramos la leucemia de linfocitos T grandes granulares (T-LGLL).

Este marco clasificatorio es esencial para contextualizar la T-LGLL, que
representa un reto diagnostico por su similitud fenotipica con poblaciones
reactivas.


https://www.cusabio.com/c-21187.html
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La leucemia linfocitica de células T grandes granulares es un trastorno
linfoproliferativo cronico poco frecuente que representa el 2-5% de las leucemias
linfociticas de células maduras. De hecho, es el fenotipo mas prevalente dentro
de los sindromes linfoproliferativos crénicos de células T y NK. Asi lo muestra el
estudio publicado en el Catlab Informa N.° 149, que analizé los resultados
obtenidos de la criba de Euroflow en Catlab, donde la leucemia linfocitica de
células T grandes granulares supuso el 35% de los casos sobre el total de SLPc-
T y NK diagnosticados en el 2023.

Habitualmente esta entidad sigue un curso clinico indolente (85% de los casos)
y se presenta por igual en ambos sexos. A pesar de que no tiene un pico de edad
claramente definido, la mayoria de los casos se diagnostican en pacientes de
entre 45y 75 afos de edad.

La T-LGLL se caracteriza por una expansion clonal de linfocitos T grandes
granulares citotoxicos que se manifiesta con un incremento persistente de éstos
en sangre periférica, habitualmente con concentraciones superiores a 2 x 10°
células/L, durante mas de seis meses, y sin una causa identificada.

La evidencia actual sugiere que el origen fisiopatoldgico de la T-LGLL es una
estimulacién antigénica crénica de linfocitos T citotoxicos, mayoritariamente
CD8*, en la cual las alteraciones de las vias de supervivencia y de apoptosis
favorecen la persistencia y la expansion clonal.

En este contexto, se han propuesto varios mecanismos fisiopatolégicos que
podrian contribuir a la expansion clonal a lo largo de diferentes etapas, entre las
cuales destaca la activacion de la via JAK-STAT. Esta via JAK—-STAT es una de
las rutas mas importantes para regular la proliferacién, supervivencia,
diferenciacion y la respuesta inmune. En la T-LGLL se adquieren mutaciones
que activan a STAT3 promoviendo la expansion de estos linfocitos citotdxicos y
el incremento de expresién de proteinas antiapoptdsicas como por ejemplo
la BCL-2.

En lo que se refiere al perfil genético, las alteraciones moleculares son uno de
los criterios de apoyo para identificar la naturaleza clonal de una proliferacion
de LGLL segun la WHO-HAEM5 (2022-2024).
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Se han descrito dos mutaciones principales asociadas a las LGLL:

o Mutaciones en STAT3: son mutaciones especialmente recurrentes en las T-
LGLL CD8+. La activacion de STATS3, tal y como se ha comentado en el apartado
de fisiopatologia, se ha relacionado con su patogénesis, especialmente con la
neutropenia, por este motivo, se cree que la ausencia de la mutacion en STAT3
en la variante CD4+ explica por qué esta variante no se presenta con
neutropenia.

o Mutaciones en STAT5b: Estas se han descrito en mas de la mitad de los
casos de T-LGLL CD4+ TCRap+, las cuales son mutaciones muy poco
frecuentes en T-LGLL CD8+.

Esta distribucion diferencial puede ser util para reforzar el diagndstico y entender
diferencias biolégicas entre variantes.

A pesar de que la WHO-HAEMS5 no establece unos criterios estrictos para el
diagnéstico de la  T-cell large granular lymphocytic leukemia,  varias
publicaciones y guias clinicas han intentado concretarlos. En este
sentido, Jevremovic D et al. (2019) proponen los siguientes criterios, de los
cuales hay que cumplir dos de los tres criterios esenciales.

Los criterios esenciales son:

e Inmunofenotipo de linfocitos T aberrante con pérdida de la expresion de
CD5 y/o CD7 y/o CD16 y presencia de receptores asociados a NK.

¢ Monoclonalidad de los linfocitos T confirmada por PCR.

¢ Infiltracion medular de linfocitos citotéxicos con patrén sinusoidal.

Adicionalmente se han descrito también criterios deseables, que son:

e Presencia de mutaciones STAT3 o STAT5b.
e Recuento de linfocitos T citotdéxicos elevado en sangre periférica
habitualmente >2x109/L (en algunos casos puede ser inferior).

La morfologia y el inmunofenotipo de la T-LGLL a menudo se solapan con los de
los linfocitos T efectores terminales normales, hecho que complica el diagndstico
y requiere una integracion diagnéstica estrecha entre la citometria de flujo, la
biologia molecular y la clinica.
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INMUNOFENOTIPO T-LGLL:

La mayor parte de los casos de T-LGLL presentan un fenotipo CD3+CD8+ y
expresan un TCRa/B+, ésto se debe a que se trata de un trastorno de células T
maduras citotoxicas y, por lo tanto, el inmunofenotipo concuerda con el de una
célula T efectora terminalmente diferenciada (CD8+CD57+CD28—CD45RA+).

No obstante, el fenotipo de la LGLL-T frecuentemente
muestra aberraciones caracteristicas que permiten diferenciarlo de poblaciones
reactivas (pérdida de CD5, pérdida de CD7, sobreexpression de CD16 o CD56,
e incremento de CD57).

LaCFMes Ila herramienta clave para identificar estas aberracionesy
caracterizar la clona de LGLL-T, especialmente en fases iniciales o en recuentos
bajos.

El inmunofenotipo esperado es:

CD2+,CD3+, CD8+, CD4-, CD57+, TCRap+, CD16+ i marcadores de efector
citotoxico (TIAl+, Granzima B+, Granzima M+ y Perforina+).

Es comun la expresién débil o pérdida de los marcadores Pan-T CD5 y CD?7.

Méas alld del inmunofenotipo convencional, la T-LGLL también puede
presentarse como CD4+, asi como CD4- CD8-, CD4+ CD8+ y algunos TCRyd+.
En el caso de las CD4+ el curso clinico suele ser mas indolente y el perfil
mutacional también varia puesto que mas de la mitad de casos presentan
mutaciones en STAT5b, y en cambio, hay ausencia de mutaciones en STAT3.

FENOTIPOS T-LGLL CLONALES EN PACIENTES SIN T-LGLL:

Se ha descrito la presencia de expansiones clonales persistentes de linfocitos
grandes granulares en contextos no neoplasicos. Por este motivo, es clave
conocer en qué situaciones aparecen estas poblaciones clonales y diferenciarlas
de una verdadera T-LGLL.

La presencia de estas expansiones clonales se han descrito en los siguientes
escenarios:

o Pacientes trasplantados
o Enfermedades autoimmunitarias e infecciones viricas cronicas
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o Otras neoplasias hematoldgicas
o Pacientes de edad avanzada

En muchos casos, los pacientes pueden presentar poblaciones clonales
persistentes durante mas de seis meses, pero se encuentran asintomaticos,
sin citopenias y con un recuento absoluto de linfocitos grandes granulares por
debajo del umbral diagndstico de la LGLL (<500 células/uL). En estos casos
hablamos de la limfocitosis T monoclonal de significado incierto (T-CUS, por
sus siglas en inglés).

La publicacion T cell clones of uncertain significance. When is the rogue clone
dangerous de Gianpietro Semenzato (2024) sugiere que la presencia de estas
poblaciones clonales puede estar presente en aproximadamente el 1-2 % de la
poblacion sana, y es mas frecuente en personas de edad avanzada.

Ante la posibilidad de poblaciones clonales reactivas o neoplasicas, la citometria
de flujo multiparamétrica es esencial para establecer el origen, detectar fenotipos
atipicos y ampliar el estudio molecular en caso necesario.

En el laboratorio de Catlab seguimos la estrategia de analisis de las poblaciones
linfocitarias a través del algoritmo propuesto por el consorcio de Euroflow,
aunque con algunas modificaciones adaptadas a las necesidades diagnoésticas
de nuestro centro y al perfil de las muestras recibidas.

Esta estrategia consiste en la realizacion en primer lugar de un estudio con el
tubo LST (Lymphoid Screening Tube). Este tubo contiene una combinacion de
anticuerpos que nos permiten identificar el linaje celular causante de
la limfocitosi, clasificar las células en las subpoblaciones principales, detectar los
fenotipos aberrantes mas comunes y la clonalidad de los linfocitos B.

La tabla siguiente describe la configuraciéon del Tubo LST:

V450 V500 FITC PE PERCP- |PE-CY7 APC  |[APC-H7
CY5.5
CD20/CD4 (CD45 CD8/SmigA |[CD56/Smigk (CD5 CD19/TCRy/6 [CD3 CD38

Tabla 1: Configuracion del panel de anticuerpos para la caracterizacion y cuantificacion de las principales
poblaciones de linfocitos (T, B y NK) y la evaluacidn de la clonalidad de las células B mediante las
cadenas ligeras Kappa y Lambda.
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Los marcadores que servirdn para identificar las células T, sus subpoblaciones
y posibles aberraciones son:

- CDa3: identificacion de los linfocitos T

- TCRYy/®: subtipo de receptor de la célula T (La mayoria de linfocitos T
seran a/p tanto a la célula normal como las atipicas)

- CD4y CD8: subpoblaciones principales de linfocitos T

- CDb5 y CD56: aberrancias immunofenotipiques comunes en T-LGLL
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Figura 2: “Dot plot” donde aparece el marcador CD3, que permite identificar la poblacién de linfocitos T.
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Figura 3: “Dot plot” donde aparecen los marcadores CD4 y CD8, que permite identificar las subpoblaciones
de linfocitos T.
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Figura
4: “Dot plot” donde aparecen los marcadores CD56 y CD8, que permite identificar las subpoblaciones de
linfocitos T CD8+ que expresan parcialmente CD56.

En el caso de detectar una poblacién T expandida, aberrante o sugestiva de
LGLL ampliaremos el estudio para confirmar la clonalidad y estudiar el fenotipo
segun el tipo celular.

El analisis de la clonalidad se hara a través del estudio molecular confirmatorio
del reordenamiento del TCR, que consiste al realizar una PCR (“gold-
*standard”), aun asi, previamente disponemos de una estrategia orientativa y de
cribaje por citometria de flujo que se basa en el anticuerpo anti-TRBCL.

El uso del anticuerpo TRBC1 permite una evaluacion sensible, rapida y sencilla
de la clonalidad de las células T. Se basa en el reconocimiento de la expresion
de una de las dos isoformes o variantes de la regién constante de la cadena beta
del TCR (TRBC1 o TRBC2) que son mutuamente excluyentes. El resultado sera
sugestivo de clonalidad si la expresién de TRBC1 es <3 % o >97 %, a pesar de
gue algunos autores (Shi M. et al., 2019) consideran adecuado un punto de corte
de TRBC1 <15 % 0 >85 % para evaluar la clonalidad. Esta técnica ha demostrado
una concordancia del 96% con las técnicas moleculares para la evaluacion de la
clonalidad de las células TaB (Mufioz-Garcia, N. et al, 2021).

Una vez demostrada la clonalidad de las células tendremos que hacer el fenotipo
extensivo de la poblacién de interés a través del panel T para poder filiarla.
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- Panel T: este panel se compone de seis tubos complementarios que integran
marcadores de diferenciacidén, activacion, citotoxicidad y receptores TCR,
configuracion que permite una caracterizacion fenotipica exhaustiva de la clona

y la identificacion de posibles aberraciones fenotipicas.

V450 V500 FITC PE PERCP- PE-CY7 APC IAPC-H7
CY5.5
TUB-1 CD4 CDA45 CD7 CD28 CD3 CD2 CD26 CD8
TUB-2 CD4 CDA45 - CD45RO CD3 CD45RA CD27 CD8
TUB-3 CD4 CD45 CD8 CD25 CD5 - Cy-TCL1 (CD3
TUB-4 CD4 CD45 CD57 CD30 CD11c TCR yd CD3 CD8
TUB-5 CD4 CD45 Cy Perfo Cy Granz CD3 CD2 CD94 CD8
Cy control
Control - CD45 negativo - CD3 - - -
perf .
perforina
TUB-6 CD4 CD45 CD8 CD279 HLADR - CD3 CD10

“Cy”: marcador citoplasmatico

Tabla 2: Configuracion del panel T para la caracterizacion de las diferentes subpoblaciones de linfocitos T.

Finalmente, si se demuestra una expansion de linfocitos granulares con un
fenotipo aberrante y monoclonalidad confirmada por PCR, se aplicaran los
criterios de la WHO-HAEMS5 para clasificarla como T-LGLL. Adicionalmente se
recomendara realizar el estudio de las mutaciones STAT3y STAT5b, puesto que
su presencia refuerza el diagndstico y ayuda a predecir el curso clinico.

En los casos donde se detecte una poblacién clonal pero el paciente sea
asintomatico y el recuento celular sea <500 células/uL habra que considerar que
nos encontramos ante una Linfocitosis T Monoclonal de Significado Incierto
(T-CUS). En Catlab se propone un seguimiento evolutivo a 6 — 12 meses para
determinar si la poblacion se mantiene estable o evoluciona hacia una T-
LGLL partiendo de la siguiente estrategia:



Catlab

Sin alteraciones
fenotipicas

Informa

Linfocitos atipicos
Esplenomegalia
Linfocitesis
Componente monoclonal
Eosinofilia inexplicada
Linfadenopatias
Citopenias inexplicadas

LST

./\ Ab t
TN

Fenotipo CD3+ i
CD56+/CD16+ (Linf.NK)

N/

Ampliar estudio
CLONALIDAD

J

Resultados clonalidad
PCRTCR/TRBC1/KIR
(

Fenotipo CD3+ i
CD8+ (Linf.T)

[

CLONAL

|

I
Si fenotipo LST es Linfocito T:

Ampliar panel T

|

Fenotipo LGLL
confirmado?
I
{ !
Sl NO

1
Si fenctipo LST en Linfocito NK:

Ampliar panell NK

J

Fenotipo LGLL
confirmado?

NO Sl

|

POLICLONAL

!

LGLL reactiva:
» Pacientes edad
avanzada
= Infecciones viricas
» Post-transplante
+ Otras neoplasias

0.5-1x10"8/L =2 x10%9/L
+ <2 x10°3/L
No citopenias +
Citopenias inexplicadas,
clinica asociada o
mutaciones enSTAT3/56b
LINFOCITOSIS T
MONOCLONAL DE
SIGNIFICADO
INCIERTO (T-CUS):
Reevaluar en 6 meses o T-LGLL

1 afio

0.5-1x10"9/L >2 x10%9/L
+ <2 x10%9/L
No citopenias &
Citopenias
inexplicadas,
clinica asociada o
mutaciones en
STAT3/5b
LIMFOCITOSI NK
MONOCLONAL:
Reevaluar en 6
meses 0 1 afio NK-LGLL

Figura 5: Esquema de l'estratégia d’analisi per CFM utilitzada a Catlab per a l'estudi de la T-LGLL i NK-

LGLL.



Catlab Informa

EJEMPLO DE T-LGLL DIAGNOSTICADA EN CATLAB:

A continuacién se presenta un caso clinico ilustrativo de T-LGLL diagnosticada
en Catlab.
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Figura 6: Deteccidn de una poblacion de linfocitos T aberrantes correspondientes a una T-LGLL a través de
la citometria de flujo multiparamétrica en Catlab. El fenotipo final obtenido para la poblacion patoldgica fue:
CD3+, CD8+, CD56-, CD5dim, CD26-, CD28-, CD2+, CD7dim, CD57+, CD1l1lc+, CD30-,
CD94+, CytPerforina+, CytGranzima+.
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En definitiva, la correcta caracterizacidn de las proliferaciones linfocitarias de tipo
granular (T y NK) requiere integrar los datos clinicos, morfologicos, fenotipicos y
moleculares. En este contexto, la CFM, aplicando los protocolos estandarizados
de Euroflow, constituye una herramienta esencial para el diagnéstico diferencial
entre estas entidades (T-LGLL, NK-*LGLL, T-CUS y NK-CUS). El uso de estos
protocolos garantiza la reproductibilidad entre centros. En Catlab hemos
implementado esta metodologia armonizada para poder aportar resultados
robustos y clinicamente relevantes, consolidando la citometria como pilar
fundamental en la evaluacion de las proliferaciones linfocitarias T.
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