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La histopatologia y la
citometria de flujo en el
diagndstico de las neoplasias

linfoides

Anahi Vijnovich Bardn y Graciela Lucero

INTRODUCCION

| diagnostico correcto de las neoplasias lin-

foides requiere el aporte indispensable de

las diversas metodologias disponibles. Las
caracteristicas histopatologicas, fenotipicas, citoge-
néticas y moleculares brindan informacion que
debe ser interpretada en el contexto clinico, tenien-
do en cuenta las limitaciones, ventajas y desventa-
jas de cada una de dichas metodologias.

En el presente capitulo se trataran las patologias
de mayor frecuencia en la practica diaria, excluyen-
do los linfomas NK (de células natural killer) y los
linfomas extranodales.

ASPECTOS PRACTICOS DE LA
MANIPULACION DE LAS MUESTRAS

Para lograr un diagndstico anatomopatoldgico
preciso en la patologia hemolinfoide es necesario
que exista una adecuada comunicacion entre el
hematodlogo, el anatomopatélogo y el cirujano
antes de proceder a la biopsia ganglionar.

Es importante conocer la historia clinica del
paciente, la condicién actual y los diagndsticos
diferenciales preoperatorios para definir cudles son
los métodos diagndsticos complementarios que se
utilizardn en el material.! Se debera solicitar al ciru-
jano que elija el ganglio de mayor tamano, prefe-
rentemente el mas profundo y de aspecto mas anor-
mal. Es importante resecarlo entero y, si es posible,
con cépsula y tejido adiposo pericapsular.

S6lo en los casos en los que el ganglio fuese muy
grande y/o formara parte de un conglomerado, o

estuviese muy adherido a tejidos vecinos, de modo
que la biopsia excisional fuese muy dificultosa o
imposible, se optard por realizar una biopsia inci-
sional.?

La puncidn, tanto con aguja fina como gruesa,
debe ser efectuada s6lo en aquellos casos en los
que la reseccion no sea posible. La puncion es de
utilidad en el diagnodstico de metdstasis ganglio-
nares, pero no en el diagnéstico de la patologia
hemolinfoide. La puncidn-biopsia, sumada a la
citometria de flujo, puede ayudar a diferenciar
patologia hematologica benigna de maligna, pero
este método no es suficiente para un diagndstico
definitivo, mas aun, puede conducir a errores
diagnosticos. Por otra parte se han descrito cam-
bios morfolégicos asociados a las punciones con
aguja fina, tales como hemorragia focal, necrosis
segmentaria con organizacion y necrosis coagula-
tiva completa acompaifiada de esclerosis con pro-
liferaciéon vascular y de células fusiformes, todo
lo cual puede enmascarar la patologia de base.?

El diagnostico anatomopatoldgico es un aspecto
fundamental para la correcta eleccion del trata-
miento.

En caso de sospecha de enfermedad infecciosa se
debe separar en quir6fano parte del material en
forma estéril para estudios microbioldgicos.

El ganglio debera remitirse entero, en un frasco
con solucion fisiologica, en forma inmediata, al
patélogo. Nunca debe envolverse en gasa, dado
que esto deseca el material, dando un aspecto atipi-
co a las células, con nucleos irregulares, lo que
puede llevar a errores en el andlisis morfologico.

El material debe ser estudiado macroscopicamen-
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te por el patélogo quien realizard dos o mas
improntas de él, para su coloracion y observaciéon
en el microscopio. Estos hallazgos morfoldgicos
preliminares le permiten al patdlogo evaluar la
necesidad de estudios complementarios, para lo
cual seleccionara material adecuado para remitir al
laboratorio de citometria de flujo o proseguird
solamente con el estudio histopatoldgico e inmuno-
histoquimico.

Si el ganglio es extraido fuera del horario de
recepcion del laboratorio de patologia, es preferi-
ble colocarlo en un frasco con formol neutro (buf-
fer) o formol al 10%, para evitar el deterioro del
tejido cuando se lo deja hasta el dia siguiente en
solucion fisioldgica.

Para el analisis inmunofenotipico por citometria
de flujo, el ganglio debera ser colocado en un reci-
piente que contenga medio de cultivo o solucién
fisioldgica estéril a fin de ser transportado inmedia-
tamente luego de su extraccion. La demora en el
procesamiento de la muestra puede ocasionar una
significativa pérdida de viabilidad de ésta, lo cual
afectara los resultados, dado que las células muer-
tas pueden tefiirse inespecificamente ocasionando
falsos positivos. La viabilidad de la muestra se
determina mediante la tincién con azul tripan al
3%. Las células vivas excluyen el colorante, de
modo que sélo se tifien las células muertas. La via-
bilidad minima aceptable es del 80%.

ESTUDIOS INMUNOFENOTIPICOS

La inmunofenotipificacién puede llevarse a cabo
utilizando técnicas inmunohistoquimicas o de cito-
metria de flujo.

En la inmunohistoquimica, el reconocimiento del
antigeno se realiza mediante el empleo de un anti-
cuerpo monoclonal marcado con una enzima que,
luego de la incubacion, se revela por reaccion con
el sustrato para producir un compuesto coloreado
e insoluble, el cual identifica el sitio del antigeno en
el tejido cuando es visualizado en el microscopio
optico.

La citometria de flujo se ha convertido en una
metodologia de rutina esencial para determinar la
expresion de antigenos de superficie y citoplasma-
ticos de las células neoplasicas. Esto se logra por
medio de la focalizacion hidrodinamica de células
que fluyen en una corriente liquida y alineada a tra-
vés de una fuente de luz intensa, generalmente luz
monocromatica del rayo ldser. La presencia de
varios fotodetectores permite la deteccion simultd-
nea de parametros multiples relacionados con la
dispersion de luz, los cuales suministran informa-

cién sobre el tamafio y las caracteristicas internas
de las células.

La dispersion de luz frontal o forward scatter (en
un dngulo de 2 a 10 grados) es el pardmetro que se
correlaciona con el tamafio celular, mientras que la
dispersion lateral o side scatter (en un dngulo de 90
grados) se correlaciona con la granularidad cito-
plasmadtica y la configuracion nuclear.

Actualmente se dispone de una gran variedad de
anticuerpos monoclonales que identifican antige-
nos con una designacion del cluster o grupo de
diferenciacién (CD) especifico.

La inmunofenotipificacién permite la separacion
objetiva de los procesos B, T y NK.

El Consenso Internacional del Grupo de
Bethesda establecié las recomendaciones para el
andlisis inmunofenotipico por citometria de flujo
para el diagndstico de las diversas neoplasias
hematopoyéticas.**

DIAGNOSTICOS DIFERENCIALES
DE LAS NEOPLASIAS LINFOIDES
EN GANGLIOS LINFATICOS

Histopatologia

El primer paso en el estudio anatomopatoldgico
de un ganglio linfatico es su andlisis morfoldgico.
Su aspecto y caracteristicas pueden sugerir diversos
diagnosticos diferenciales, lesiones benignas o
malignas y, entre estas ultimas, lesiones malignas
hematoldgicas y no hematoldgicas.

Al observar microscopicamente un ganglio linfa-
tico, lo primero que se debe reconocer es la histo-
arquitectura, la cual puede estar conservada o alte-
rada, parcial o totalmente. Cuando se pierde la his-
toarquitectura, el patréon de proliferacion que la
reemplaza puede ser folicular o difuso.

El patron de crecimiento folicular en un ganglio
linfatico puede deberse a procesos reactivos o
neopldsicos. Dentro de los primeros, la forma mas
frecuente es la hiperplasia folicular reactiva
(HFR). Dentro de los procesos neopldsicos hema-
tologicos, el patron de crecimiento folicular o
nodular puede observarse en: linfoma no Hod-
gkin folicular (LF), linfoma de células del manto
(LCM), linfoma de la zona marginal nodal (LZM)
con colonizacion del centro germinal y en el
Linfoma de Hodgkin de tipo predominio linfociti-
co nodular (LHPLN).

Las caracteristicas histopatologicas de las diver-
sas neoplasias linfoides han sido descritas en el pri-
mer Manual de neoplasias linfoides,® por lo que en
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este capitulo nos referiremos brevemente s6lo a las
caracteristicas diferenciales.

Citometria de flujo

A pesar de tratarse de una metodologia que no
puede reemplazar a la histopatologia, la citometria
de flujo tiene un papel muy importante en el diag-
nostico diferencial de los distintos subtipos de lin-
fomas con diversos inmunofenotipos.

La cuantificacién y el andlisis multiparamétrico
son algunas de las ventajas de esta metodologia.
Por otra parte, la citometria de flujo permite eva-
luar la clonalidad con alta sensibilidad mediante la
determinacién de la distribucién de las cadenas
livianas de superficie y citoplasmaticas.

La disgregacion del ganglio, imprescindible para
la inmunofenotipificacién por citometria de flujo,
con la consiguiente pérdida de la histoarquitectura,
es la principal limitante que presenta esta metodo-
logia frente a la histopatologia.

La selecciéon del panel de anticuerpos monoclo-
nales es muy importante. Este debe ser lo suficien-
temente amplio como para incluir las diversas posi-
bilidades diagndsticas.

La evaluaciéon morfolégica previa del frotis de
sangre periférica, del aspirado de médula 6sea o de
la impronta de la biopsia ganglionar, asi como los
datos clinicos aportados por el hematélogo, permi-
ten tener una orientacion diagnéstica con lo cual es
posible seleccionar con mayor precisién el panel
que se va a utilizar.

La evaluacion inicial debe incluir anticuerpos
para el reconocimiento de las poblaciones B, T y
NK. Para la evaluacion de las neoplasias B madu-
ras los mas utilizados son el CD10, CD11¢, CD19,
CD20, CD22, CD23, CD25, CD38, CD79b,
CD103, CD138, FMC-7, asi como anticuerpos
para cadenas kappa y lambda. Es importante con-
tar con mds de un clon diferente para la deteccion
de las cadenas livianas a fin de evitar resultados fal-
SOS negativos.

El hematopatélogo orienta su diagnostico de
acuerdo con el patrén (folicular o difuso), el tama-
fo celular predominante (células pequenas, célu-
las grandes), la condicion benigna o neoplasica, y
el fenotipo Bo T.

A continuacién se describirdn las caracteristicas
histopatoldgicas, inmunohistoquimicas y de cito-
metria de flujo de las principales entidades de
acuerdo con la aplicaciéon del cuadro 1-1.

PATRON FOLICULAR NO NEOPLASICO

Hiperplasia folicular reactiva

Histopatologia

La hiperplasia folicular reactiva (HFR) es el
resultado de la activacion del sistema inmunitario
por un antigeno. Ello puede observarse en procesos
inespecificos, en los cuales no se puede determinar
la etiologia precisa: enfermedades autoinmunes,
infeccion por virus de Epstein-Barr (EVB), virus de
la inmunodeficiencia humana (HIV), artritis reu-
matoidea, etcétera.

La diferenciacion entre HFR y linfoma folicular
(LF) resulta sencilla en ciertas ocasiones. Sin
embargo, un significativo nimero de casos ofrece
dificultades para el diagnéstico diferencial. Antes
de la utilizacion de las técnicas inmunohistoquimi-
cas (IHQ), la diferenciacion se basaba en la aplica-
ci6n de una larga lista de caracteristicas morfologi-
cas que ayudaba a tal fin.” Actualmente la inmuno-
histoquimica ofrece un invalorable aporte para tal
diferenciacién, mediante la expresion de la protei-
na bcl-2, presente en los centros germinales folicu-
lares de los linfomas y ausente en los centros germi-
nales foliculares de las HFR. La proteina bcl-2 se
expresa en forma variable en los diferentes linfo-
mas, por ello no resulta de utilidad en la diferencia-
cién entre éstos, pero es de suma utilidad para la
distincién entre HFR y linfoma no Hodgkin. La
positividad de la proteina bcl-2 descarta la HFR,
pero la negatividad no descarta totalmente el diag-
néstico de linfoma, ya que la positividad se obser-
va en el 90% de los LF grado 1, el 80% de los
grado 2 y el 70% de los grado 3.

Otra marcacion de utilidad es la medicion de la
proliferacién mediante la expresion de MIB-1
(Ki67) en material incluido en parafina. La HFR
muestra una proliferacion de alrededor del 90% en
los centros germinales, mientras que el LF usual-
mente muestra una proliferacién del 15 al 20%,
aunque puede ser mds elevado -alrededor del
40%-—, dato que esta relacionado con un peor pro-
nostico (fig. 1-1A y B).

Citometria de flujo

Esta metodologia es de gran utilidad ya que los
aumentos de células B que ocurren en los procesos
reactivos son poblaciones policlonales que expre-
san ambas cadenas livianas de superficie con rela-
cién kappa/lambda conservada.
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Seccion 1 * Aspectos diagndsticos de las neoplasias linfoides

Cuadro 1-1. Diagndstico histopatoldgico y neoplasias ganglionares de patron difuso

DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO

Hiperplasia folicular reactiva
Transformacion progresiva del
Reactivo centro germinal
PATRON Linfoma folicular
FOLICULAR Linfoma del manto
Neoplasico Linfoma marginal
Linfoma de Hodgkin predominio
linfocitario nodular
Mononucleosis
Enfermedad de Kikuchi-Fujimoto
Hiperplasia paracortical
Reactivo Anticonvulsivos
Seudotumor inflamatorio
PATRON Linfoma de células pequefias
DIF . .
uso Hematologico linfoide B o T Linfoma de células medianas
Linfoma de células grandes
Sarcoma mieloide
Hematologico no linfoide —
L. Sarcoma histiocitico
Neoplasico
Metdstasis de carcinoma nasofaringeo de
células pequefias poco diferenciado
No hematoldgico Metéstasis de melanoma
Sarcoma
Timoma
NEOPLASIAS GANGLIONARES DE PATRON DIFUSO
Procesos no Linfomas B Linfomas T Otros procesos
hematologicos oncohematolégicos
Linfoma linfocitico/LLC Linfoma T periférico
Linfoma de células del manto NOS
CELULAS Iljgltgmz ﬁ:fg?; Iza(;rlrorgteiléimal Linfoma angioinmunoblastico
PEQUENAS Linfoma folicular variante difusa
Linfoma de Hodgkin clasico
rico en linfocitos
Linfoma de Burkitt Leucemia/linfoma linfoblastico
CELULAS Linfoma de células del manto
MEDIANAS blastoide
Linfoma/leucemia linfoblastico
Carcinomas Linfoma difuso de células Linfoma T periférico Linfoma de Hodgkin
3 Melanomas grandes Linfoma anaplasico CD30+ (CMm, DL, EN)
CELULAS Linfoma plasmoblastico
GRANDES (CD20-) Sarcoma mieloide
Linfoma ALK + (CD20-) Sarcoma histiocitico

LLC: leucemia linfocitica cronica.
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La histopatologia y la citometria de flujo en el diagndstico de las neoplasias linfoides

Fig. 1-1. Inmunohistoquimica que muestra la diferente expresion del Ki 67 en la hiperplasia folicular reactiva (A) y en
el linfoma folicular (B). Véase también el apéndice de Ldminas en color.

Las neoplasias B representan una expansién clo-
nal que expresa un solo tipo de cadena liviana
(kappa o lambda). Sin embargo, es importante
tener en cuenta que se han informado (si bien infre-
cuentemente) algunos casos de procesos reactivos
como hiperplasias reactivas floridas, con restric-
cién de cadenas livianas.® Por lo cual no sélo debe
tenerse en cuenta la distribucion de las cadenas
livianas (ligeras), sino también el fenotipo inmuno-
l6gico atipico de las células neoplasicas.

Transformacion progresiva del centro
germinal (TPCG)

Histopatologia

Es una entidad benigna, autolimitada. Morfolé-
gicamente se caracteriza por grandes nodulos origi-
nados por la migracién de linfocitos pequefios del
manto al centro germinal. Este se observa fragmenta-
do, con células grandes en el centro de disposicion
desordenada. Esos grandes nddulos se observan en
bajo nimero entre foliculos hiperplasicos.

El cuadro se presenta en general en hombres
jovenes. El diagnéstico diferencial, tanto clinico
como histopatoldgico, es con el Linfoma de
Hodgkin subtipo predominio linfocitico nodular.
Este ultimo generalmente compromete al ganglio
en su totalidad y presenta las tipicas células L&H,
las que se hallan rodeadas por una corona de linfo-
citos T. En la TPCG pueden observarse células
grandes de tipo centroblastico, las que se encuen-
tran rodeadas por linfocitos B.%!0

Citometria de flujo

Permite corroborar el diagndstico, confirmando
la ausencia de clonalidad y de células con fenotipo
inmunoldgico atipico.

Hiperplasia de células del manto
(hiperplasia de foliculos primarios)

En esta entidad el ganglio linfitico muestra
numerosos foliculos en el drea cortical, con conser-
vacion de los senos medulares dilatados. Estos foli-
culos se caracterizan por la proliferacion mono-
morfa de linfocitos pequefos sin centros germina-
les, lo cual puede confundirse con un linfoma de la
zona marginal, ya que, ademds de CD20, expresan
proteina bcl-2, y son CD10 y bcl-6 negativos. Es
importante reconocer la inmunohistoarquitectura
conservada en zonas B y T y la ausencia de oblite-
racion de los senos medulares caracteristica de los
linfomas.

PATRON FOLICULAR NEOPLASICO
HEMATOLOGICO

Linfoma folicular

Histopatologia

El LF generalmente ocupa la totalidad de la
superficie del ganglio linfatico. Sobre la base de
la poblacion celular (centrocitos y centroblastos) se
lo divide en 3 grados. Las células muestran diferen-
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Seccion 1 * Aspectos diagndsticos de las neoplasias linfoides

tes tamafios e irregularidades nucleares: nicleos cli-
vados y no clivados. La THQ muestra expresion de
CD20, CD10 y bcl-6, ademds de bcl-2 y baja
expresion del MIB-1. Los centros germinales pre-
sentan positividad para el CD23 en las redes de
células foliculares dendriticas.®

Citometria de flujo

El linfoma folicular en la citometria de flujo
muestra una poblacion clonal con restriccion de
cadena liviana y expresion de moderada a fuerte
intensidad de fluorescencia de la inmunoglobulina
de superficie (IgS). Asimismo expresa antigenos de
célula B: CD19, CD20, CD22, CD24, CD79a,
CD79 y FMC-7. Muestra positividad frente al
CD10, bcl-2 y al CD23 en aproximadamente un
40% de los casos y negatividad para CDS.!!

Linfoma de células del manto
Histopatologia

Este linfoma presenta diferentes patrones de cre-
cimiento: patrén zona de manto, nodular y difuso.

El patréon zona de manto muestra proliferacion
del area del manto dejando centros germinales
reactivos remanentes cuyo inmunofenotipo (IFT)
corresponde al del centro germinal folicular; ade-
mads son bcl-2 negativos.

El patron nodular presenta una proliferacion
monomorfa de células pequenias con leve irregula-
ridad nuclear y presencia de histiocitos epitelioides
aislados. EL IFT es CD20+, CDS+, CD43+, CCD-
1+ y negativo para CD23, CD10 y bcl-6.¢

Citometria de flujo

Las células neopldsicas expresan los antigenos de
células B: CD19, CD20, CD22. CD79a, CD79b,
FMC-7. Son células CD5+, pero muestran negativi-
dad para CD10 y CD23."

El CD20 muestra caracteristicamente fuerte
intensidad de fluorescencia.

La IgS es de moderada a fuerte intensidad de
fluorescencia, con restriccion de cadena liviana de
superficie; es mds frecuente el isotipo lambda.

Linfoma de la zona marginal nodal
Histopatologia

Este tipo de linfoma puede mostrar colonizacion
de los foliculos linfoides por las células marginales
neopldsicas, en cuyo caso se observara prolifera-

cién por células pequeiias, con separacion de nicle-
os entre si por la presencia de un citoplasma
amplio.

ElTFT del nédulo es solamente CD20+, pero son
negativos el CD10 y bcl-6 tipicos del centro germi-
nal y negativos para CD5, CD23 y variables para
bel-2 y CD43.6

Citometria de flujo

El aporte principal de la citometria de flujo en
este linfoma es la demostracion de la existencia de
una poblacién clonal, que muestra la ausencia de
las caracteristicas fenotipicas de los otros tipos de
linfoma: la negatividad del CD35, presente en el lin-
foma del manto y el linfoma linfocitico de células
pequeiias, y la negatividad del CD10 y CD23, pre-
sentes en el linfoma folicular.

Asimismo muestra expresion de los antigenos de
célula B (CD19, CD20, CD22, CD79a, CD79Db).

El linfoma de la zona marginal es frecuentemen-
te positivo para CD11c.

Linfoma de Hodgkin predominio
linfocitico nodular

Histopatologia

Este tipo de linfoma de Hodgkin (LH) se carac-
teriza por la proliferacion de nddulos de linfoci-
tos pequefios con aisladas células grandes de
nucleos irregulares lobulados con aspecto de
“pochoclo”, vesiculosas con nucléolos, llamadas
células L&H.

Asimismo se aprecia proliferacién de histiocitos
epitelioides intranodulares e internodulares. Los
linfocitos pequefios nodulares son en su mayoria B
y las células L&H expresan CD45, CD20, EMA,
bcl-6 y los factores de transcripcion OCT-2 y
BOB.1, pero son negativos con CD30 y CD15 (fig.
1-2).6

Citometria de flujo

Su principal utilidad es la de confirmar la ausen-
cia de clonalidad B, lo que permite excluir el diag-
néstico de linfoma no Hodgkin.

PATRON DIFUSO NO NEOPLASICO

El ganglio linfitico puede reaccionar en procesos
no neopldsicos, alterando su histoarquitectura, que
es reemplazada por una proliferacion difusa. En
estos casos se impone el diagnéstico diferencial con
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La histopatologia y la citometria de flujo en el diagndstico de las neoplasias linfoides

Fig. 1-2. Linfoma de Hodgkin. Predominio linfocitario nodular HE (vista de campo 2x) y (20x). Inmunohistoquimica: expresion
del CD20 (recuadros de la derecha, 20x). Véase también el apéndice de Ldminas en color.

procesos neoplasicos hematolégicos y no hemato-
l6gicos. En dichas circunstancias resulta de sumo
interés conocer los datos clinicos y de laboratorio
del paciente para arribar a un diagndstico correcto.

Hiperplasia interfolicular
Histopatologia

La hiperplasia interfolicular/paracortical es una
reaccion inespecifica, generalmente asociada a pro-
cesos virales. En estos casos el ganglio muestra una
hiperplasia entre los foliculos linfoides reactivos,
los cuales pueden estar conservados o disminuidos
en su numero. El drea paracortical muestra una
expansion difusa constituida por una poblacion
heterogénea de linfocitos pequefios, linfocitos
transformados, inmunoblastos, plasmocitos, eosi-
noéfilos, hiperplasia de vénulas poscapilares, y oca-
sionalmente pueden observarse células de aspecto
sternbergoide.

Esta lesion obliga al diagnéstico diferencial con
linfoma de Hodgkin clasico de celularidad mixta
(LHCM) y con linfoma no Hodgkin T periférico
(LNHTP). El LHCM tiene tipicas células de Reed-
Sternberg CD30+ y CD15+, mientras que la hiper-

plasia paracortical puede tener células activadas
grandes CD30+, pero CD15-. El LNHTP muestra
poblacion T predominante (fig. 1-3), especialmente
las células grandes, mientras que en la hiperplasia
paracortical las células grandes corresponden a una
poblaciéon mixta de células T y B.

Citometria de flujo

A diferencia de las expansiones clonales B en las
que se puede poner en evidencia la clonalidad
mediante la determinacién de la restriccion de
cadenas livianas, las expansiones clonales T mues-
tran sb6lo una evidencia indirecta de clonalidad.
Esta evidencia esta dada por la ausencia atipica de
algunos de los antigenos de célula T (CD2, CD3,
CDS5 y CD7).12

La pérdida mds frecuente es la del antigeno
CD?7, seguida del CDS. En el caso del LNHTP, las
células muestran con mds frecuencia un fenotipo
helper-inductor CD4+ y menos frecuentemente un
fenotipo supresor CD8+. La presencia de fenotipos
atipicos con coexpresion de CD4 y CD8 o la
ausencia de CD4 y CDS8, si bien pueden ser mas
sugestivos de linfoma, tampoco pueden confirmar
clonalidad.
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Fig. 1-3. Linfoma no Hodgkin T periférico (LNH TP). Los histogramas de fluorescencia de la citometria de flujo mues-
tran una poblacion T predominante con fenotipo de célula helper-inductora (CD4+), con expresiéon de CD5, ausencia
atipica de CD7 y expresion débil de CD2, CD3 y CD4. Véase también el apéndice de Ldminas en color.

A continuacién se mencionaran las hiperplasias
paracorticales que mas frecuentemente plantean
el diagnéstico diferencial con neoplasias hemato-
logicas.

Mononucleosis infecciosa (MNI)

Histopatologia

Esta entidad muestra las caracteristicas tipicas
descritas en la hiperplasia paracortical, con un
aspecto moteado dado por la presencia de numero-
sos inmunoblastos grandes.!> Suele observarse
necrosis focal o apoptosis, hiperplasia de la zona
marginal y sinusoides dilatados con inmunoblastos
en su interior. Esto tltimo puede ocasionar confu-
sién con el linfoma anaplasico de células grandes
CD30+, mas atn teniendo en cuenta que las célu-
las activadas son CD30+ . Pueden observarse célu-
las sternbergoides simulando un linfoma de
Hodgkin, pero éstas son CD15-.

La arquitectura del ganglio se halla preservada en
la MNI con senos dilatados con inmunoblastos.

Dichos inmunoblastos son CD20+, CD30 y expre-
san la proteina latente de membrana de EBV. En
cambio, en el linfoma se borra la arquitectura gan-
glionar y los senos son imperceptibles.

Citometria de flujo

Muestra predominio de células T de fenotipo
citotoxico supresor CD8+, sin ausencias atipicas
de antigenos de células T. Pueden expresar antige-
nos de activaciéon como HLA-DR, CD25 o CD
38.

Otras lesiones

Otras lesiones que se expresan como hiperplasia
paracortical y que pueden simular linfomas son las
linfadenopatias por hipersensibilidad a farmacos,
como por ejemplo tratamientos con medicacion
anticonvulsiva (difenilhidantoina), las linfadenitis
posvaccinales y la antiguamente llamada respuesta
inmunitaria anormal, relacionada con alteraciones
inmunoldgicas, cuyo aspecto morfolégico remeda
un linfoma de Hodgkin cldsico sin células de Reed-
Sternberg. Todo lo anterior pone de manifiesto la
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importancia de que el patélogo conozca los antece-
dentes de los pacientes al realizar el andlisis de un
ganglio linfético.

Enfermedad de Kikuchi-Fujimoto

Entre las hiperplasia difusas, la que mas suele
confundirse con los linfomas es la linfadenitis
necrosante de Kikuchi-Fujimoto. Es una enferme-
dad autolimitada, de etiologia desconocida, benig-
na, que se acompana de sintomas sistémicos. El
ganglio linfatico presenta focos bien circunscritos
de necrosis con restos nucleares, necrosis unicelular
y ausencia de leucocitos polimorfonucleares.

Se observa proliferacion de células dendriticas
plasmocitoides, linfocitos T CD8+, linfocitos trans-
formados e histiocitos, todo lo cual le da un aspec-
to moteado al ganglio linfdtico. Esta poblacion de
células de mayor tamarfio y la necrosis suelen hacer
confundir la entidad con los linfomas no Hodgkin
B de células grandes.'* Las técnicas de IHQ ayudan
al diagnoéstico diferencial, mostrando positividad
para CD68, mieloperoxidasa y CD123.

Diversos estudios moleculares recientes han
demostrado expansiones clonales de células T, los
cuales no deben ser tomados como un criterio de
malignidad en esta entidad autolimitada.

Seudotumor inflamatorio

Histopatologia

Se trata de una rara entidad de etiologia descono-
cida, que consiste en una proliferacion de células
fusiformes con un infiltrado inflamatorio.

Clinicamente los pacientes pueden presentarse
con poliadenopatias, fatiga y sudoracion nocturna.

Histologicamente presentan compromiso focal o
difuso del ganglio linfatico por proliferacion de linfo-
citos, plasmocitos, histiocitos y eosinofilos, hiperpla-
sia de pequefios vasos y proliferacion fusocelular.

Deben diferenciarse de tumores de células den-
driticas o células accesorias, linfoma de Hodgkin y
linfomas no Hodgkin, especialmente los T periféri-
cos. La THQ muestra una proliferacién mixta de
linfocitos B y T, aislados linfocitos activados
CD30+ y poblacion politipica de plasmocitos.

Para el diagndstico diferencial se debe tener en
cuenta que el LNH T periférico muestra obliteracion
de la arquitectura, atipia citoldgica, mitosis, mayor
vascularizacion, ausencia de proliferacion fusocelular
y expresion de inmunofenotipo aberrante. Ademas el
linfoma de Hodgkin en la variante fibroblastica de la
esclerosis nodular se caracteriza por escasas células

tipicas y puede ofrecer dificultades diagndsticas. En
este ultimo se deben identificar las células de Reed-
Sternberg CD45-, CD30+ y CD15+.

Citometria de flujo

Es util para comprobar la ausencia de poblacio-
nes T con anomalias fenotipicas, lo cual favorece la
exclusion diagnostica de LNHTP.

PATRON DIFUSO NEOPLASICO NO
HEMATOLOGICO

Existen varios tumores no hematoldgicos que
pueden ser facilmente confundidos con neoplasias
hematologicas.

Timoma

Histopatologia

Es un tumor epitelial localizado en mediastino,
que puede o no estar encapsulado. La clasificacion
de estos tumores reconoce diferentes tipos, uno de
los cuales, el tipo B1 o linfocitico, debe diferenciar-
se del linfoma de células precursoras T o linfoma
linfoblastico.

Ambas entidades se caracterizan por una prolife-
racion de timocitos corticales, CD3+, CD10+,
TDT+, por lo cual se debe tener mucha precaucion
en la interpretacion de punciones de mediastino
mediante citometria de flujo.

Este subtipo de timoma presenta ademds una
proliferacion de células de mayor tamafo, ovoides,
con escaso citoplasma, ntcleos de cromatina laxa
que expresan citoqueratina y son de origen epite-
lial. Los linfocitos suelen ser mds pequefios que los
linfoblastos de un linfoma linfoblastico.

La diferenciaciéon entre ambas entidades es de
suma importancia para el prondstico y tratamiento.

Citometria de flujo

La citometria de flujo muestra una poblacion celu-
lar predominante con fenotipo inmunoldgico de
timocito cortical tardio: CD1 +, CD2+, CD3 sup +/-,
CD4+, CDS+, CD7+, CD8+, TdT+. El fenotipo
inmunoldgico es semejante al de las células del linfo-
ma linfoblastico T.

Algunas diferencias pueden contribuir al diagndsti-
co diferencial de ambas patologias. En el caso del
timoma se observan junto con la poblacion predomi-
nante de timocitos corticales tardios, pequenas
poblaciones de células CD4+/CD8- y de células
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CD4-/CD8+. Ademais los histogramas de fluores-
cencia de los antigenos de célula T, muestran
heterogeneidad debido a la presencia de pobla-
ciones con distintas intensidades de fluorescen-
cia, a diferencia del linfoma linfobldstico que
exhibe curvas homogéneas.!

FEl linfoma linfoblastico T, a diferencia del timoma,
puede presentar anomalias fenotipicas como la
ausencia atipica de algtn antigeno de célula T.

Metastasis de carcinoma nasofaringeo
(CAVUM)

Estos tumores epiteliales pueden iniciarse con
metdstasis en ganglios cervicales. Son tumores mads
frecuentes en jovenes. Su aspecto es similar al de un
linfoma de Hodgkin tipo celularidad mixta o un
LNH B difuso de células grandes.

La expresion de citoqueratina confirma su estir-
pe epitelial.

Metastasis de carcinoma indiferenciado
de células pequerias (tipo oat cells)

Estos tumores también pueden manifestarse inicial-
mente por sus metdstasis ganglionares y lo hacen
generalmente en mediastino. Su aspecto citomorfolé-
gico es muy similar al linfoma no Hodgkin linfoblas-
tico de células precursoras T. Estos casos expresan
citoqueratina puntual paranuclear y marcadores de
diferenciacion neuroendocrina: cromogranina,
CDS56, a diferencia del linfoma linfoblastico que es
CD45+, CD3+, TDT+, CD10+ y CD99+.

Metastasis de carcinoma poco
diferenciado

En estos casos se observa proliferacion difusa
por células grandes con variable cantidad de cito-
plasma, nucleos grandes vesiculosos con nucléolo
evidente, las cuales remedan centroblastos o inmu-
noblastos.

Expresan citoqueratina. Se debe completar el
estudio con un panel de marcadores para orientar
el origen del tumor primitivo.

Metastasis de melanoma

Los ganglios linfdticos con metdstasis de melano-
ma son ficilmente diagnosticables cuando se obser-
va melanina. Sin embargo, hay casos de melanoma
amelanoético, cuyo aspecto puede simular un linfo-
ma ya sea de células grandes o un linfoma anapld-
sico T/nulo CD30+, especialmente porque ambos

infiltran inicialmente el ganglio a nivel de los senos
medulares y subcapsulares.

En estos casos, la IHQ es de ayuda y se observa
expresion de melan A y HMB-45 (para melanoma) y
vimentina y S-100. Estos ultimos, si bien inespecificos,
completan el panel y orientan hacia este tipo de tumor.

Metastasis de sarcoma

Esta eventualidad es poco usual. Puede ser con-
fundida con un tumor mesenquimdtico primario
del ganglio linfatico o con raras variantes morfolé-
gicas de un linfoma no Hodgkin B difuso de célu-
las grandes fusocelular, 0 con un linfoma no
Hodgkin anaplasico T/nulo CD30+ variante sarco-
matoide. En esos casos, el LNH B serd CD45+ y
CD20+, mientras que el anapldsico sera CD30+,
EMA+, CD43+/-, CD45 y CD3 variables.

PATRON DIFUSO NEOPLASICO
HEMATOLOGICO

Cuando el anilisis histopatoldgico de un ganglio
linfatico muestra un patrén de crecimiento difuso
se abre un gran abanico de posibilidades de diag-
noéstico diferencial de neoplasias hematoldgicas.

Desde la morfologia, la proliferacion puede ser
homogénea de células pequeiias, de células media-
nas o de células grandes, o puede ser heterogénea
con variacion en el tamano de sus células, con com-
ponente inflamatorio de fondo o sin él.

Neoplasias hematologicas difusas de
células pequenas B

El patr6n difuso de células pequenias B se encuen-
tra en un grupo de entidades, las cuales se diferen-
cian por sus caracteristicas morfoldgicas e inmuno-
fenotipicas. En bajo nimero de casos, estas carac-
teristicas pueden no estar claramente definidas por
ausencia o superposicion, por lo que es recomenda-
ble informar estos casos como LNH B de células
pequeiias inclasificable.

Linfoma linfocitico/leucemia linfdtica
cronica

Histopatologia

El ganglio muestra una proliferacion difusa de
linfocitos pequefios con nucleos redondeados y
cromatina en grumos. Las secciones muestran areas
mds claras conocidas como seudofoliculos o cen-
tros de proliferacion constituidos por prolinfocitos
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y parainmunoblastos. La THQ es CD20+, CDS5+,
CD23+, CD43+, bcl-2 variable.5-1¢

Citometria de flujo

La citometria de flujo permite la evaluacién de
algunos antigenos no valorables mediante la inmuno-
histoquimica, ademas de la evaluacién semicuantita-
tiva de la IgS y la coexpresion de antigenos (fig. 1-4).

Las células muestran expresion de los antigenos
asociados al linaje B (CD19, CD20, CD24, CD79a),
con excepcion de CD22, CD79b y FMC-7, los cuales
son negativos o débilmente positivos. La expresion
de CD20 es frecuentemente débil. La inmunoglobuli-
na de superficie es débil y muestra restriccion de
cadenas livianas (kappa o lambda) y expresion
de cadenas mu y/o delta. Las células muestran coex-
presion de CDS y CD23 y son negativas para
CD10.17:18

Ademis de la utilidad para el diagndstico, la cito-
metria permite la evaluacion de parametros de
valor pronéstico como Zap-70 y CD38.1920

Linfoma de células del manto

Histopatologia

La proliferacion en estos casos es monomorfa, de
células pequenias a medianas de contornos nuclea-

res ligeramente irregulares, con un “cielo estrella-
do” dado por aislados histiocitos epitelioides. La
IHQ es: CD20+, CDS+, CD43+, CCD-1+, CD23-
(fig. 1-5).

Existen variantes blastoides (fig.1-6) y de células
grandes, y menos frecuentemente variantes que
simulan un linfoma linfocitico o un linfoma de la
zona marginal.6?!

Linfoma de la zona marginal, nodal

Histopatologia

Este tipo de linfoma de células pequefias compro-
mete al ganglio linfatico con diferentes patrones de
crecimiento. En drea marginal (es decir, por fuera
del manto), nodular (colonizando el centro germi-
nal del foliculo linfoide) o en forma difusa. Esta
ultima muestra una proliferacion que a bajo
aumento se distingue por un color mds claro; este
efecto se produce porque dichas células tienen un
citoplasma mds amplio y claro que separa los
nucleos entre si. Los ntcleos son redondeados o
levemente arrifionados. Entre estas células pueden
observarse aislados centroblastos.

La THQ muestra positividad sélo para CD20; el
resto de los marcadores son: CD35-, CD23-, CD43-
/+, CD10-, bcl-6- y bcl-2 variable. El indice de pro-
liferacion es bajo.62?
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Fig. 1-4. Linfoma linfocitico/leucemia linfatica crénica. Los histogramas de fluorescencia de la citometria de flujo mues-
tran una poblacién B con expresion de CD5, CD23 e inmunoglobulina de superficie de muy débil intensidad de fluores-
cencia con restriccion de cadena liviana lambda, y negatividad frente a CD10 y FMC-7. Véase también el apéndice de

Ldminas en color.
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Fig. 1-5. Linfoma no Hodgkin B de células del manto HE (2x). Inmunohistoquimica (recuadro inferior derecho): expre-
sion de CCD1 (ciclina D1). Véase también el apéndice de Ldminas en color.

Linfoma linfoplasmocitico

Histopatologia

Este linfoma no presenta criterios diagndsticos muy
claros. La celularidad se halla constituida por linfoci-
tos pequefios, células linfoplasmocitoides y plasmoci-
tos. Algunas células suelen mostrar invaginaciones
citoplasmaticas conocidas como cuerpos de Russell o
intranucleares (cuerpos de Dutcher). Con técnica de
Giemsa se puede observar un aumento de mastocitos.

La clasificacion de la OMS sostiene que, para su
diagnéstico, el ganglio no debe mostrar otro tipo
de linfoma, como por ejemplo folicular o linfociti-
co, ya que en esos casos serian linfoma folicular o
linfocitico con dreas de diferenciacion linfoplasmo-
citica. Es decir que para su diagn0stico se requiere
una proliferacion difusa con estas caracteristicas.
La inmunohistoquimica es similar a la del linfoma
de la zona marginal.6??

Citometria de flujo

Esta metodologia permite evaluar el fenotipo
inmunoldgico caracteristico: expresion de los anti-

genos de célula B (CD19, CD20, CD22, CD24),
negatividad para CD5, CD10, CD11¢c y CD23, fre-
cuente expresion de CD25 y FMC-7 y coexpresion
caracteristica de la IgS y de la Ig citoplasmatica

Fig. 1-6. Linfoma no Hodgkin de células del manto,
variante blastoide HE (20x). Véase también el apéndice
de Léminas en color.
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(IgC), ambas con restriccion de cadena liviana.?* La
deteccion de ambos tipos de inmunoglobulinas (IgS
e IgC), que prueban la coexistencia de poblaciones
B maduras clonales con células plasmaticas tam-
bién clonales, es una de las ventajas importantes de
esta metodologia.

Linfoma folicular variante difusa

Histopatologia

Esta es una variante muy poco frecuente en la
que el ganglio linfatico muestra una proliferacion
difusa de células pequenas de nucleos hendidos o
centrocitos con ocasionales células grandes o cen-
troblastos que presentan el inmunofenotipo
caracteristico de un linfoma no Hodgkin folicu-
lar: CD20+, CD10+, bcl-6+, bcl-2+, CDS-,
CD23-, CD43-, con bajo indice de prolifera-
cion.o?s

Linfoma de Hodgkin cldsico rico en
linfocitos

Histopatologia

Este linfoma estd comprendido dentro de los lin-
fomas de Hodgkin cldsico. Existe una forma vaga-
mente nodular y una difusa. Esta ultima se halla
conformada por una proliferacién de linfocitos
pequefios, sin plasmocitos ni eosinéfilos, con bajo
numero de células de Reed-Sternberg interpuestas.
Las células de Reed-Sternberg marcan cémo el LH
clasico CD45-, CD30+, CD15+, EMA- y los linfo-
citos pequefios no neoplasicos son predominante-
mente T.0

Citometria de flujo

Su utilidad consiste en confirmar la ausencia de
clonalidad B, lo que permite excluir el diagndstico
de linfoma no Hodgkin.

Neoplasias hematoldgicas difusas
de células pequefias T

Linfoma no Hodgkin T periférico no
especificado (NOS)

Histopatologia

El ganglio linfitico presenta pérdida parcial de la
histoarquitectura, con compromiso interfolicular de
la zona T, o difusa con reemplazo total de la arqui-

tectura. La poblacion celular se halla constituida por
células pequerias, en ocasiones mezcladas con células
medianas y grandes, de ntcleos irregulares, general-
mente de citoplasma claro. Frecuentemente se obser-
va un fondo inflamatorio de eosinéfilos, plasmocitos
politipicos, histiocitos e hiperplasia vascular.

La THQ muestra expresion de CD45, CD3,
CD43 en todas las células atipicas y puede mostrar
anomalias en el inmunofenotipo T, con ausencia de
algin marcador. Algunos casos pueden presentar
expresion de CD30.

Estos linfomas deben ser diferenciados de procesos
reactivos y del linfoma de Hodgkin cldsico de celula-
ridad mixta. En el primer caso, la ausencia de atipias
celulares y la presencia de una poblacién mixta de
células B y T favorece el diagndstico de un proceso
reactivo; en el segundo caso, la presencia de células
de Reed-Sternberg tipicas CD30+, CD15+ sugiere el
diagnéstico de Hodgkin.

Ocasionalmente, para definir el diagnostico, se
debe recurrir a técnicas de biologia molecular que
determinan la clonalidad mediante el reordenamien-
to del receptor de células T.>6

Citometria de flujo

Esta metodologia provee evidencia inmunofeno-
tipica de la presencia de una poblacién T con ano-
malias fenotipicas consistentes en la pérdida de
algunos de los antigenos de células T (CD2, CD3,
CDS5, CD7), con frecuencia CD7 o CDS5.12

Linfoma T angioinmunobldstico

Este tipo de linfoma es una entidad que se carac-
teriza por hallazgos clinicos y de laboratorio parti-
culares.

En cuanto a la anatomia patoldgica presenta pro-
liferacién difusa, con arborizacion vascular y depé-
sitos PAS positivos. Los foliculos linfoides se hallan
generalmente hipopldsicos con centros germinales
atroficos (“gastados™), con disminucion de células
linfoides e hiperplasia de células foliculares dendri-
ticas. Las células son pequefias y medianas, con ais-
ladas células grandes. Pueden mostrar citoplasma
claro y en la THQ se observa expresién de CD45,
CD3, CD4. Recientemente se ha descrito expresion
de CD10.

Ademds se observa proliferacion de células foli-
culares dendriticas con cierta disrupcién y disposi-
cién perivascular. Antiguamente se diferenciaban
las linfadenopatias angioinmunoblasticas y el linfo-
ma, pero hoy en dia se considera una misma enti-
dad linfomatosa (fig. 1-7).
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Fig. 1-7. Linfoma angioinmunoblastico T HE (vista de campo, 10x y recuadro superior derecho, 20x).
Inmunohistoquimica: CD21 (recuadro inferior derecho, 10x). Véase también el apéndice de Ldminas en color.

Fig. 1-8. LNH de células grandes B, rico en células T. Inmnohistoquimica: expresién de CD20 y CD3. Véase también el
apéndice de Ldminas en color.
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Neoplasias difusas con predominio de
células T

Linfoma B rico en células T (LBRCT)

Histopatologia

Esta entidad estd comprendida entre los linfomas
no Hodgkin difusos de células grandes, pero se des-
cribe en este sector sobre la base de su aspecto histo-
légico. El ganglio muestra pérdida de la histoarqui-
tectura, la cual se halla reemplazada por una prolife-
racién de linfocitos pequefios T no neopldsicos entre
los que se observan aisladas células grandes B neopla-
sicas que corresponden a so6lo el 10% de la celulari-
dad global. Por definicion, los linfocitos pequefios B
son muy escasos. Las células grandes pueden tener
aspecto de centroblastos, de células L&H o células
sternbergoides. Antiguamente se los habia considera-
do como linfomas T por el predominio de sus células.

La THQ muestra que las células grandes B son
CD45+ CD20+ y los linfocitos T acompanantes son
CD3+ (fig. 1-8).

Los diagnoésticos diferenciales incluyen el LNH T,
que no muestra células grandes B, el linfoma de
Hodgkin clasico, cuyas células tipicas son CD435-,
CD20-/+, CD30+ y CD15+ y el linfoma de Hodgkin
predominio linfocitario nodular (LHPLN). Este ulti-
mo diagnostico diferencial tiene implicancias pronds-
ticas y terapéuticas. Ambas patologias presentan célu-
las grandes con idéntico inmunofenotipo: CD45+,
CD20+, bcl-6+, EMA+/-. La diferenciacién se basa

predominantemente en los linfocitos del fondo, que
en el LHPLN conforman nédulos de linfocitos B con
marcacion de la red de células foliculares dendriticas,
mientras que en el LBRCT son linfocitos T CD3+,
CD8+ y TIA-1+.77

Citometria de flujo

Se detecta la existencia de una poblacién clonal
B. El bajo porcentaje de células neopldsicas presen-
tes en la muestra puede ser responsable de falsos
negativos. Este tipo de error se minimizaria median-
te la adquisicién de un nimero muy alto de células,
para aumentar la probabilidad de detectar estas
poblaciones con muy baja representatividad.

Neoplasias difusas de células
medianas B

Linfoma de Burkitt

Histopatologia

Morfologicamente este linfoma presenta prolifera-
cion difusa con imagen en “cielo estrellado”. Las
células son de tamafio mediano, con citoplasma evi-
dente, de bordes angulados que se ordenan como en
rompecabezas con las células vecinas. La membrana
nuclear es remarcada y poseen de dos a cinco nuclé-
olos. La IHQ es CD20+, CD10+, bcl-6+, bcl-2- y
MIB-1 en el 100% de las células (fig. 1-9).

El diagnostico diferencial es con el LNH B difuso

B A B

- R

Fig. 1-9. Linfoma de Burkitt HE (20x). Inmunohistoquimica (recuadro inferior derecho): Ki 67 (10x). Véase también el

apéndice de Ldminas en color.
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de células grandes, el que también puede tener una
imagen en “cielo estrellado”. Generalmente, los
LNHB DCG tienen un indice de proliferacion menor
del 100% vy algunos puede ser bcl-2 positivos.

Algunos casos pueden ser de dificil diferenciacion
morfoldgica e inmunofenotipica y hasta pueden com-
partir caracteristicas moleculares, lo que ha llevado a
crear una nueva entidad: el linfoma inclasificable con
caracteristicas intermedias entre linfoma B difuso de
células grandes y linfoma de Burkitt.?$

Citometria de flujo

Las células neoplasicas expresan los antigenos de
célula B (CD19, CD20, CD22, CD79a, FMC-7),
CD10 e IgS con restriccion de cadena liviana. Son
negativas para CD34 y TdT.

Linfoma/leucemia linfobldstico de células
precursoras B

Histopatologia

Rara vez, la variante B se presenta como linfoma y
frecuentemente lo hace como leucemia. Las células
son morfolégicamente indistinguibles de las T y
CD79a+,

expresan CD20-/+, CD10+, TDT+,

CD99+.
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Citometria de flujo

La citometria de flujo resulta fundamental para
la identificacion del linaje B. Debe utilizarse un
amplio panel de anticuerpos con especificidad para
antigenos linfoides B y T y mieloides.

Estos linfomas muestran heterogeneidad fenoti-
pica. La clasificaciéon del Grupo Europeo para la
caracterizacién inmunoldgica de las leucemias
(EGIL) reconoce cuatro subtipos inmunoldgicos
correspondientes a diferentes estadios de madura-
cion (cuadro 1-2).3°

Expresan los antigenos de célula B CD19, CD79a
y CD22 citoplasmdtico o de superficie (fig. 1-10).
Pueden expresar de manera aberrante antigenos
asociados a linea mieloide como CD13, CD15 y
CD33. Estas leucemias, que no cumplen el criterio
de una leucemia bifenotipica verdadera, constitu-
yen las leucemias llamadas LLA My+.%°

Linfoma de células del manto, variante
blastoide

Es una variante del linfoma de células del manto.
Recibe este nombre por su semejanza con los linfo-
blastos, de tamafio mediano, cromatina densa,
escasos nucléolos y numerosas mitosis. La THQ es
CD20+, CDS5+, CD43+, CCD-1+ (fig. 1-6 y la cito-

E
[Pt 2 =
I
- o E
[ e
= et &
=] N et
-
i i
M3 T

}

[
b
H
&

GEE-FITE
_E.ll
ﬁ-ﬁi-ﬂ:

LE BT CE
ErHe=FITE

CIGL-TIR

AFHE

KAl -TITC

LAN ELA—F K

Fig. 1-10. Linfoma linfoblastico B. Los histogramas de fluorescencia de la citometria de flujo muestran una poblacion pre-
dominante de células precursoras B con ausencia atipica de CD45, expresion de CD19, CD22 y CD10, y negatividad para
CD20, cadena pesada mu citoplasmética y cadenas livianas de superficie. Véase también el apéndice de Ldminas en color.
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metria de flujo muestra una poblaciéon B con posi-
tividad para CDS o FMC7, negatividad para CD10
y CD23, e inmunoglobina de superficie de fuerte
intensidad de fluorescencia con restricciones de
cadenas livianas (fig. 1-11).2!

Neoplasias difusas de células medianas T

Linfoma/leucemia linfobldstico
de células precursoras T

Histopatologia

A diferencia de los linfomas linfobldsticos B, los
T se presentan mas frecuentemente como linfomas.
Algunos pueden mostrar imagen en “cielo estrella-
do”. Estan conformados por células medianas, con
escaso citoplasma, nucleos irregulares, cromatina
densa y nucléolo poco conspicuo. La THQ es
CD3+, CD10+, TDT, CD99, CD1a+.

Estos casos deben diferenciarse de los linfomas B
de células medianas y, por su localizaciéon habitual-
mente mediastinal, de las metdstasis de carcinoma
de células pequenas tipo “oat cell” y de timomas.
En el primer caso, expresan citoqueratinas en
forma puntual y marcadores neuroendocrinos, y en
el segundo, citoqueratinas.

Citometria de flujo

Este linfoma muestra heterogeneidad fenotipica.
Se reconocen cuatro subtipos inmunolégicos de
acuerdo con el grado madurativo (cuadro 1-3).3!

El marcador mds especifico es el antigeno CD3
citoplasmatico o de superficie, ya que el resto de los
marcadores asociados a célula T (CD2, CDS vy

CD7) pueden expresarse también en la leucemia
mieloide aguda.
Por lo general es TdT+.

Neoplasias difusas de células grandes

Los ganglios linféticos infiltrados por neoplasias de
células grandes deben ser diferenciados de tumores
no hematopoyéticos. Para ello es conveniente comen-
zar con un panel de: citoqueratina para tumor epite-
lial, S-100 para melanoma y CD4S$ para neoplasia
hematolégica. Luego se prosigue completando el
panel segun los resultados hallados.

Linfoma no Hodgkin B difuso de células
grandes

Histopatologia

Estos casos presentan generalmente compromiso
difuso de todo el ganglio linfatico por células grandes
que pueden ser de tipo centroblastico, inmunoblasti-
co (fig. 1-12) o anaplasico (fig. 1-13). La THQ es
CD45+, CD20+, bcl-2+/-, MIB-1 menor de 100%,
con inmunofenotipo de tipo centro germinal CD10+,
bcl-6+, o de célula activada CD10-, bcl-6-, MUM-1+.
La variante morfoldgica anapldsica puede ser CD30+
0 -, pero, siendo una neoplasia B, se hallan compren-
didos dentro de los linfomas B difusos de células
grandes.?

Citometria de flujo

Por lo general permite detectar las células neopla-
sicas que expresan los antigenos de célula B CD19,

Cuadro 1-2. Clasificacion de la leucemia
linfobldstica aguda-B del Grupo Europeo
para la clasificacién inmunolégica de las
leucemias (EGIL)

Cuadro 1-3. Clasificacion de la leucemia
linfobldstica T del Grupo Europeo para la
clasificacion de las leucemias (EGIL)

Todas son positivas para CD19 y/o CD22 y/o CD79ay en su
mayorfa TdT+ excepto las B madura

Todos los casos son positivos para CD3 citoplasmatico o CD3
de membrana. Algunos casos son CD10 positivos

Categoria Inmunofenotipo Categoria Inmunofenotipo
B-I (Pro B) CD10-, p citop-,IgS- T-I (Pro-T) CD7+, CD2, CD5-, CD8-, CD1a-
B-Il (Comun) CD10+, p citop--,IgS- Tl (Pre-T) CD2+ y/0 CD5+ y/o CD8+, CD1a-
B-IIl (Pre-B) J citop.+ T (T cortical) CDla+, CD3m +/-
B-IV (B madura) * IgS+ T-IV (T maduro) CD3m+, CD1a-

Grupo a Anti TCR off +
*Clasificada como linfoma no Hodgkin en la clasificacion de la WHO Grupo b Anti TCR y5 +

(OMS).
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Fig. 1-11. Linfoma del manto. Los histogramas de fluorescencia de la citometria de flujo muestran una poblacién B con
positividad para CD5 y FMC-7, negatividad para CD10 y CD23, e inmunoglobulina de superficie de fuerte intensidad de
fluorescencia con restriccion de cadena lambda. Véase también el apéndice de Léminas en color.

CD20, CD22 y CD79a e IgS con restriccion de
cadena liviana.

No obstante, puede ocurrir que las células clona-
les no sean detectadas, especialmente cuando tie-
nen baja representatividad en la muestra analizada.

Pueden expresar CD10 (fenotipo centrofolicular)

y CDS.

Linfoma no Hodgkin B difuso de células
grandes plasmobldstico

Histopatologia

Estos se presentan generalmente en pacientes
HIV+. Se caracterizan por tener células grandes y
su THQ es CD45+/-, CD20-, CD138+/-, vs38c+,
EMA+/-, SIg + monotipica, MIB-1 100%.33

Citometria de flujo

Permite detectar una poblacién celular anormal
con negatividad para la IgS y positividad para la IgC,
que exhibe restriccion de cadena liviana. Expresa los
antigenos caracteristicos de la célula plasmatica
CD38 y CD138 y es negativo para CD19 y CD20. La
expresion de CD56 es controvertida.

Linfoma no Hodgkin B difuso de células
grandes Alk+

Se trata de un linfoma muy poco frecuente, forma-
do por células grandes, CD45+, CD20-, CD30-,
vs38c+, CD138+/-, Ig A+ y ALK +, con positividad
granular citoplasmatica.*

Linfoma no Hodgkin T NOS de células
grandes

Son linfomas difusos de células grandes cuyo
inmunofenotipo es CD45+, CD3+, CD43+ y varia-
ble expresion de otros antigenos T.2¢

Linfoma no Hodgkin T de células grandes
anapldsico CD30+

Histopatologia

Estos linfomas comprometen inicialmente los
sinusoides y luego difusamente el ganglio. Las célu-
las pueden mostrar la morfologia tipica de células
grandes con amplio citoplasma y nucleos grandes
anapldsicos, algunos en herradura. En otras ocasio-
nes son mds monomorfos (fig. 1-13).
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Fig. 1-12. Linfoma no Hodgkin B de células grandes,
inmunoblastico HE (40x). Véase también el apéndice de
Ldminas en color.

Originalmente se confundian con metdstasis de
carcinoma indiferenciado o de melanoma. La THQ
es CD45+, CD3-/+, CD30+, EMA+, CD15-.
Actualmente se separan en dos entidades de dife-

rente prondstico segun expresen la proteina ALK
(ALK positivos o negativos).®33

También obligan al diagndstico diferencial con
linfomas de Hodgkin, los que presentan células de
Reed-Sternberg CD45- EMA-, CD20-/+, CD30+ y
CD15+.

Citometria de flujo

Por ser predominantemente de origen T, suele
detectarse ausencia aberrante de antigenos T.>* Por
definicion es CD30+ y puede expresar CD56.

Al igual que los linfomas difusos de células gran-
des, puede no ser detectado mediante citometria de
flujo cuando presenta un fenotipo nulo.

Sarcoma mieloide (sarcoma
granulocitico)

Histopatologia

Estas neoplasias hematoldgicas representan la
transformacion tumoral o crisis bldstica extrame-
dular que puede ocurrir durante la evolucion de

@
# ."
a® cada iy

Fig. 1-13. Linfoma no Hodgkin anaplésico de células grandes CD 30 + HE (2x) y (vista de campo, 2x; vista del recua-
dro inferior derecho, 40x). Véase también el apéndice de Ldminas en color.
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una leucemia mieloide crénica, aunque también
pueden presentarse simultineamente o aun prece-
derla. Anteriormente se diagnosticaban como linfo-
mas de células grandes. La THQ es CD45+, CD43+,
mieloperoxidasa +, CD20-, CD3-.

Citometria de flujo

Es de gran utilidad para demostrar el origen mie-
loide del tumor. Las células pueden expresar los
antigenos mieloides CD13, CD15, CD33 y mielo-
peroxidasa. Es especialmente util cuando las célu-
las presentan un fenotipo de célula precursora mie-
loide poco diferenciada y muestran expresion de
los antigenos CD34 y CD117.

El sarcoma monocitico muestra fuerte expresion
de CD11c, CD14, CD64 vy lisozima.

Sarcoma histiocitico

El sarcoma histiocitico es una neoplasia poco
frecuente, generalmente de compromiso extrano-
dal, pero puede ocurrir en ganglios linfaticos. La
infiltracién es difusa y cohesiva, aunque puede
presentarse con localizacion intrasinusoidal. La
poblacién celular es usualmente monomorfa de
células grandes, generalmente redondeadas, con
ocasionales focos fusocelulares. Debe diferenciar-
se del linfoma de células grandes y de las metasta-
sis de carcinoma o melanoma. El inmunofenotipo
es esencial para su diagnoéstico. Las células son
CD45+, CD68+, frecuentemente CD4+ y ocasio-
nalmente CD15+. Son negativas para CD1a (célu-
las de Langerhans), CD21 (células foliculares den-
driticas) y mieloperoxidasa (sarcoma mieloide),
CD20 y CD3.%¢

Linfoma de Hodgkin clasico (LHC)

Dentro del linfoma de Hodgkin clasico hay diver-
sos subtipos histologicos segtin su aspecto morfold-
gico. La IHQ de todos es la misma para las células
tipicas de Reed-Sternberg: CD45-, EMA-, CD30+,
CD15+, CD20-/+, CD3-. El fondo de linfocitos es
predominantemente T, CD3+, CD4+.¢

LHC esclerosis nodular

Este tipo obliga al diagndstico diferencial con un
LNH B DCG con esclerosis, el que también se pre-
senta en mediastino. Este altimo presenta prolifera-
cién difusa monomorfa de células grandes CD45+,
CD20+, CD30+/- con marcacién heterogénea de
débil intensidad, y CD15-. Existen casos en los que
las caracteristicas morfoldgicas e inmunofenotipi-

cas se superponen, conocidos anteriormente como
linfomas de la “zona gris” mediastinal. Hoy se los
llama linfomas inclasificables con caracteristicas
intermedias entre LNHB DCG y LHC. Estos casos
son diferentes del llamado linfoma compuesto, el
cual se define como aquel que presenta los dos
tipos de linfoma bien distinguibles en la misma
masa ganglionar.’”

LHC celularidad mixta

Esta variante puede confundirse con un LNH T
periférico NOS, el que también muestra un fondo
inflamatorio de eosinéfilos, plasmocitos e histioci-
tos, y puede mostrar células grandes “sternbergoi-
des”. En el LNH T periférico NOS, estas tltimas se
distinguen por ser CD45+, CD3+, CD30 variable y
CD15 negativas.’®

LHC deplecion linfocitaria

Es una variante muy poco frecuente, y desde el
advenimiento de las técnicas inmunohistoquimicas
casi no se efectua este diagnéstico. Se lo solia con-
fundir con los linfomas de células grandes B y con
linfomas anapldsicos de células grandes CD30+ T/
nulos.”

NEOPLASIAS LINFOIDES QUE
COMPROMETEN PREDOMINANTEMEN-
TE LA MEDULA OSEA

Dentro de este grupo se encuentran aquellas enti-
dades que no fueron descritas previamente, dado
que rara vez infiltran el ganglio linfatico, con
excepcion de la leucemia linfatica crénica ya men-
cionada.

Leucemia prolinfocitica
Histopatologia

La biopsia de médula 6sea (BMO) muestra infil-
tracion intersticial o nodular, intertrabecular, por
células con pequeiio nucléolo.

En caso de infiltracion esplénica se observa com-
promiso de la pulpa blanca con extension hacia la
pulpa roja.

El ganglio linfdtico presenta compromiso difuso
sin centros de proliferacién o seudofoliculos.

El diagnéstico diferencial debe hacerse con la
variante blastoide del linfoma de células del manto,
con el linfoma esplénico de la zona marginal y con
la leucemia linfética cronica.
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Citometria de flujo

Las células muestran fuerte expresion de los anti-
genos de célula B (CD19, CD20, CD22) pero, a
diferencia de la LLC, son CDS y CD23 negativas y
FMC-7 positivas. Son negativas para CD10 y
CD25. La IgS muestra fuerte intensidad de fluores-
cencia con restriccion de cadena liviana.

Leucemia de células vellosas (LCV)
Histopatologia

La LCV compromete la médula 6sea (MO) y el
bazo y excepcionalmente afecta el ganglio linfatico.
La MO presenta compromiso intersticial focal o
difuso por células linfoides de citoplasma amplio,
el cual separa los ntcleos entre si. Se observa
aumento de la trama reticulinica. Las técnicas
inmunohistoquimicas muestran positividad con
CD20 y DBA-44.

En el bazo, compromete la pulpa roja con hipo-
plasia de la pulpa blanca y formacién de lagos
VENosos.

El diagnéstico diferencial debe efectuarse con
otras neoplasias linfoides B de células pequenas en
médula 6sea y bazo. En este ultimo, con las entida-
des provisionales que incluyen neoplasias espléni-
cas difusas de la pulpa roja.

Citometria de flujo

El fenotipo inmunoldgico permite el diagndstico
diferencial con otras entidades linfoproliferativas.
Se caracteriza por expresion de antigenos de célu-
las B (CD19, CD20++, CD22++). Es CDS5-, CD10-
CD11c++, CD23-, CD25+, CD103+, CD123+,
FMC-7+ e IgS con expresion monotipica de cadena
liviana.

Las diferencias mas destacables con el linfoma
marginal esplénico son la expresion de menor
intensidad de los antigenos CD11c, CD20 y CD22
y la ausencia de coexpresion de CD11c, CD2S y
CD103.

Mieloma
Histopatologia

La médula 6sea muestra infiltracion por células
plasmaticas con diversos patrones: intersticial, en
pequenios nidos, en grandes focos o difusa. Las
células pueden ser maduras, de maduracién inter-
media o inmaduras. La confirmacion diagnostica se
realiza mediante IHQ observando positividad con
CD138, el cual permite visualizar mdas claramente

el porcentaje de infiltracion y la restriccion de cade-
nas livianas de inmunoglobulina citoplasmatica
kappa o lambda.

El diagnéstico diferencial usualmente se realiza
con la gammapatia monoclonal de origen indeter-
minado, la cual muestra escasos plasmocitos inters-
ticiales maduros. Los mielomas CD20+ deben dife-
renciarse de la macroglobulinemia de Waldestrom.
La clinica y los datos de laboratorio ayudan en la
diferenciacién de estas entidades.

Citometria de flujo

Esta metodologia resulta de utilidad para el diag-
noéstico diferencial entre mieloma multiple (MM) e
hiperplasia reactiva de células plasmadticas, y se
basa en la presencia en el MM de células con fuer-
te expresion de CD38 o que coexpresan CD38 y
CD138.

Las células neopldsicas muestran ausencia atipica
de CD19, antigeno que es expresado por las célu-
las plasmaticas normales. Ademads, la mayoria de
los MM muestran expresion aberrante de CDS56, el
cual estd ausente en los plasmocitos normales.*
Otra diferencia importante entre las dos entidades
es la expresion monotipica de la cadena liviana de
la inmunoglobulina citoplasmatica en la célula mie-
lomatosa, a diferencia de la expresion policlonal de
ambos tipos de cadenas livianas en la hiperplasia
reactiva.

Las células plasmadticas tanto normales como
patologicas no muestran expresion de los antigenos
de superficie de célula B CD20 y CD22. Algunos
casos de MM pueden ser CD20+.

Las gammapatias monoclonales de significado
incierto (MGUS) muestran coexistencia de pobla-
ciones de células plasmaticas normales y patoldgi-
cas, lo cual se observa raramente en el mieloma
multiple.

CONCLUSIONES

El diagnostico diferencial de las patologias proli-
ferativas del ganglio linfitico debe ser realizado,
segin su histoarquitectura, entre lesiones benignas
y lesiones malignas, tanto hematoldgicas como no
hematoldgicas.

Dependiendo del patron de crecimiento nodular
o difuso y del tipo de celularidad se abre el espec-
tro de las lesiones para tener en cuenta en el diag-
néstico diferencial.

En algunos casos, las caracteristicas morfologicas
e inmunohistoquimicas pueden no ser suficientes y
requerir métodos complementarios como la inmu-
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nofenotipificacién por citometria de flujo y la bio-
logia molecular.

Dada la dificultad que muchas veces ofrece el
diagnoéstico de la hematopatologia, es recomenda-
ble que éste se halle en manos de hematopatdlogos
expertos en el tema.
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