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El mediastino anterior es un sitio frecuente de localizacion de tumores ricos en elementos linfoides.
La identificacion correcta de cada entidad es de importancia en el tratamiento de los pacientes. En
ocasiones puede plantearse el diagnéstico diferencial entre timoma y linfoma linfoblastico con fenotipo de pre-
cursor T (LLB-T). La Citometria de Flujo (CF) es una técnica complementaria Util para estos tumores de la cual
se obtiene informacién cualitativa y cuantitativa. Revisamos 38 tumores mediastinales que tenian estudio de
CF. Ademas comparamos los resultados de CF de timomas vy tejido timico normal con 42 casos de LLB-T de
otras localizaciones anatémicas. De los 38 tumores mediastinales 6 eran lesiones benignas, 9 linfomas difusos
de células grandes con fenotipo B (LDCG-B), 10 linfomas de Hodgkin (LH), 11 timomas y 2 LLB-T. En 24 casos
la CF aport6 informacién positiva, definiendo el inmunofenotipo de las células linfoides neoplasicas, o los linfocitos
caracteristicos que acompafan a los timomas. La CF en los 10 casos de LH y en 4 lesiones benignas permitié
descartar otros tipos de linfoma (LDCG-B, LLB-T, etc.). Las marcaciones para CD3, CD4 y CD8 fueron las mas
Gtiles para el diagnéstico diferencial entre timomas y LLB-T. En conclusién, la CF es una técnica complementa-
ria de utilidad que aporta informacién en lesiones mediastinales de manera rapida, requiriendo cantidades pe-
guefias de material, tanto para el diagnéstico inicial como para el monitoreo de estas enfermedades.

Resumen
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Abstract Flow cytometry for the study of mediastinal tumors with abundant lymphoid elements. The
anterior mediastinum is a common site of tumors with abundant lymphoid elements. Flow cytometry
is a useful complementary technique to analyze this type of tumors, which provides qualitative and quantitative
information. A differential diagnosis can be sometimes made between thymoma and precursor T-lymphoblastic
lymphoma (T-LBL). Correct identification is of utmost importance for patient treatment. A total of 38 mediastinal
tumors were analyzed, and samples were separated for flow cytometry. Flow cytometry data from thymomas
and normal thymic tissue were compared with 42 cases of T-LBL from other anatomical locations. Among 38
mediastinal tumors, we found 6 benign lesions, 9 diffuse large B-cell lymphomas (DLBCL), 10 Hodgkin lympho-
mas (HL), 11 thymomas and 2 T-LL. Flow cytometry provided positive information in 24 cases, and defined lym-
phoid neoplastic cells immunophenotype or the typical lymphocytes accompanying thymomas. Flow cytometry
helped differentiate 10 cases of HL and 4 benign lesions from other lymphomas (DLBCL, T-LBL, etc.). CD3,
CD4 and CD8 expressions were most useful for the differential diagnosis of thymomas and T-LL. To conclude,
flow cytometry is a valid complementary technique, which promptly provides information on mediastinal lesions,
requiring small quantities of tissue for both early diagnosis and follow up of these diseases.
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El mediastino anterior, situado delante del corazén y
de los grandes vasos, es una regiéon anatémica frecuente-
mente comprometida por diversos procesos tumorales, que
en algunos casos pueden cursar con dramaticos cuadros
compresivos, como el sindrome de la vena cava superior,
que deben resolverse con celeridad y precisién®*.
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La localizacién y caracteristicas intrinsecas de estas le-
siones tumorales (fibrosis, necrosis), asi como proble-
mas técnicos (atriccion del tejido), pueden dificultar la
obtencion de muestras de tamafio y calidad adecuados
para ser evaluadas por técnicas convencionales de
hematoxilinay eosina (H&E) e inmunohistoquimica (IHQ),
reduciendo las posibilidades de dar un diagnostico cer-
tero y rapido. En el mediastino anterior podemos encon-
trar numerosas lesiones primarias de naturaleza tumoral
y no tumoral®®, asi como también procesos neoplasicos
secundarios, dependiendo del grupo etario a considerar.
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Entre estas lesiones debemos tener en cuenta varios ti-
pos de linfomas y los timomas’™. En el examen histo-
I6gico de estas lesiones ricas en linfocitos puede ser difi-
cultoso diferenciar un timoma con predominancia de
linfocitos, de un linfoma linfoblastico. Numerosos traba-
jos han planteado la importancia de la utilizacion de la
citometria de flujo (CF) como método complementario en
el estudio de este tipo de lesiones'?'*. La CF seria de
utilidad, no sélo por la rapidez con la que se puede emitir
un resultado sino también por la posibilidad de obtener in-
formacion cualitativa y cuantitativa de cada uno de los mar-
cadores evaluados. Por CF el LLB-T y los timocitos**®
comparten la expresion de varios marcadores lo cual
puede complicar su diferenciacién. Tanto en el LLB-T
como en los timomas (especialmente en los que predo-
mina el componente linfocitario) podemos encontrar un
gran nimero de células linfoides T con fenotipo inmadu-
ro*. Las células T se originan de las células linfoides pro-
genitoras committed que provienen de células pluripo-
tenciales de la médula 6sea. La maduracion de las célu-
las T precursoras ocurre en la corteza timica, donde co-
mienza el proceso de diferenciacion hacia timocitos CD4
y CD8 negativos que posteriormente adquieren ambos
marcadores. En una etapa final, en la médula, los
timocitos expresan uno solo de los dos marcadores des-
criptos, el linfocito T helper se convierte en CD4+/CD8-y
el linfocito T citotoxico sera CD4-/CD8+. Este gradiente
de maduracion timico normal se observa también en los
elementos linfoides que acompafian a las células
epiteliales tumorales en los timomas, lo que no ocurre en
el LLB-T. La identificacion de cada uno de estos cuadros
es de vital implicancia en el manejo de los pacientes, ya
gue la evolucion y tratamiento son muy diferentes, moti-
vo por el cual es imprescindible hallar parametros fide-
dignos en la evaluacion de dichas entidades en la practi-
ca diaria®.

El objetivo del trabajo es evaluar la utilidad de la CF
como metodologia que aportaria informacion de impor-
tancia diagnostica a partir de muestras pequefias, en
pocas horas, complementando los métodos convencio-
nales de estudio citolégico o histolégico con inclusién en
parafina, coloracion con H&E y eventual utilizacion de
IHQ, en el estudio de este tipo de neoplasias.

Materiales y métodos

Se incluyeron en el estudio retrospectivo 38 casos de lesio-
nes benignas y malignas ubicadas en el mediastino anterior
obtenidas entre 1998 y 2004, que provienen de los archivos
del CEMIC y del CDP, de las cuales se separ6 material para
CF durante la biopsia intra-operatoria. Los individuos con le-
siones mediastinales fueron 13 mujeres y 25 hombres con un
rango de edad entre 2 y 81 afios, y una mediana de 49 afios.

Se separ6 rutinariamente una muestra de tejido en fresco
para CF cuando el alto contenido de elementos linfoides o
sus caracteristicas morfologicas, observadas durante la biop-
sia intra-operatoria, planteaban como diagnoéstico diferencial
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una neoplasia hematologica. El resto del material fue fijado
en formol buffer para luego ser incluido en parafina para su
estudio histopatoldgico. En algunas ocasiones puede plantear-
se el diagnostico diferencial entre timoma y LLB-T, sobre todo
en muestras de puncion aspiracion o biopsia, o en material
proveniente de mediastinoscopias, porque ambas pueden
tener localizacion mediastinal y porque suelen presentar un
inmunofenotipo semejante, como presencia de poblaciones
positivas para CD3 citoplasmatico (CD3c) y negativas para
CD3 de superficie (CD3s), coexpresion de CD4 y CD8 y mar-
cacion positiva para TdT. Por este motivo comparamos los
resultados del estudio de CF de los 11 casos diagnosticados
como timomas y 2 casos como hiperplasia timica, con 42 ca-
sos de LLB-T de otras localizaciones anatomicas [13/42 gan-
glios linfaticos, 15/42 muestras de médula ésea, 10/42 de
sangre periférica (SP) y 4/42 de liquido cefalorraquideo
(LCR)], evaluando la marcacion en términos de positivo/ne-
gativo y de intensidad, prestando especial atencién al patrén
general de los graficos de la CF, especialmente aquellos co-
rrespondientes a la doble marcacion para CD7/CD3s y CD4/
CD8. Para realizar el estudio histopatologico las biopsias fue-
ron fijadas con una solucion buffer de formol y embebidas en
parafina. Se realizaron cortes de 3 mm los cuales fueron co-
loreados con H&E. En algunos casos se realizaron técnicas
de IHQ. Las muestras de tejido fresco destinadas al estudio
de CF fueron disgregadas mecanicamente. El material obte-
nido fue lavado dos veces con buffer PBS y centrifugado a
1500 rpmn. durante 15 minutos. Las muestras se dividieron
en tubos con un recuento final de 5x10° células y fueron mar-
cadas con 20 pl de los siguientes anticuerpos mono y poli-
clonales conjugados con isotiocianato de fluoresceina (FITC),
ficoeritrina (PE) y peridinin chlorophyll protein (PerCP): CD7
(FITC), CD8 (FITC), CD23 (FITC), CD38 (PE), de Immunotech
(Marsella, Francia), CD3 (PE), CD4 (PE), CD5 (FITC), CD10
(FITC y PE), CD14 (PE), CD19 (PE y PerCP), CD20 (PE),
CD45 (FITC y PerCP) de Becton Dickinson (San José, CA,
EE.UU.), x: kappa (FITC), A: lambda (FITC y PE) de (DAKO,
Dinamarca). Los tubos fueron incubados en la oscuridad a 4
°C durante 30 minutos. Las células fueron lavadas con solu-
cion salina tamponada (PBS) durante 15 minutos. Luego se
descart6 el sobrenadante y se resuspendieron con PBS. Se
adquirieron y analizaron con un citometro de flujo FACScan
de Becton Dickinson Immunocytometry Sistems utilizando el
programa CELL Quest. Se realiz6 un analisis multiparamétrico
de las distintas poblaciones celulares basado en las propie-
dades morfologicas: Forward Scatter (FSC) y Side Scatter
(SSC) y en la intensidad de la fluorescencia. Las poblacio-
nes leucocitarias se diferenciaron basandose en FSC, SSCy
la expresion de CDA45.

Resultados

Basandose en el estudio histoldgico, IHQ y CF se diag-
nosticaron 6 lesiones no neoplasicas y 32 lesiones
neoplasicas (Tabla 1 y Grafico 1):

1. Linfoma difuso de células grandes con fenotipo B
(LDCG-B): La edad estaba comprendida entre 24 y 72
afos con una mediana de 46 afios.

En todos los casos la CF demostré una poblacion
linfoide mayoritaria con fenotipo B, positiva para CD45,
CD19, CD20 y CD23 con restriccion para cadenas livia-
nas kappa en 4/9 casos, para lambda en 2/9 casos, no
identificandose cadenas livianas de superficie en 3/9 ca-
S0s.
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TABLA 1.— Resultados de las 32 neoplasias mediastinales,
en base al diagndstico histopatolégico complementado con
IHQ o CF

LDCGB 9/32 casos
- 5/32 Linfomas difusos de células grandes B.
- 4/32 Linfomas mediastinales timicos de células gran-
des B

LH 10/32 casos
- 2/32 LH esclerosis nodular
- 6/32 LH celularidad mixta
- 2/32 LH variante clasica rica en linfocitos

Timomas 11/32 casos
- 4/32 Timomas tipo AB
- 2/32 Timomas tipo B1
- 3/32 Timomas tipo B2
- 2/32 Timomas tipo B3

LLB-T 2/32 casos

LDCGB: linfoma difuso de células grandes B; LH: linfoma de Hodgkin;
LLB-T: leucemia/linfoma linfobldstico con fenotipo precursor T; IHQ:

inmunohistoquimica; CF: citometria de flujo.

2. Linfoma de Hodgkin (LH): La edad estaba com-
prendida entre 20y 60 afios con una mediana de 39 afios.

En todos los casos la CF evidencié como indicio indi-
recto el infiltrado predominantemente linfoide que acom-
pafia a las células neoplasicas, constituido mayoritaria-
mente por linfocitos T CD4+ (helper).

3. Timomas: los cuales fueron diagnosticados de
acuerdo con la clasificacion de la OMS®. La edad esta-
ba comprendida entre 40 y 81 afios con una mediana de
56 afios.

Junto con los timomas agrupamos 2 casos con diag-
néstico de hiperplasia timica, ya que los hallazgos de la
CF son los mismos.

En todos los casos la CF mostré marcacion positiva
para CD45, CD7,CD2y CD5, con una expresion de CD3s
variable (en smear), siendo la caracteristica fenotipica
mas notoria el patron de marcacion para CD4 y CD8.
Con estos marcadores se diferenciaban 4 subpoblaciones
linfoides T en diversos estadios de maduracion que
remedaban el gradiente de diferenciacion timico. La mas
inmadura era doble negativo (CD4-/CD8-), la de madu-
racion intermedia doble positivo (CD4+/CD8+) y las més
maduras (CD4+/CD8- y CD4-/CD8+).

4. Leucemia/linfoma linfoblastico con fenotipo de pre-
cursor T (LLB-T): con edades de 25 y 26 afios, en los
cuales la CF mostré una poblacién positiva para CD7,
CD2, CD5, CD10, CD71 y CD45 (débil). La expresion
con TdT fue positiva. Los 2 casos fueron negativos para
CD4y CD8.

Por otro lado se agregaron a estas 38 muestras de
lesiones mediastinales, 42 muestras con diagndstico de
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Fig. 1.— Patrones de marcacion para CD7/CD3 de superficie
y CD8/CD4. Patron 1: caracteristico de timoma. Patrones
2-4: corresponden a leucemia/linfoma linfoblastico con
fenotipo precursor T (LLB-T).

leucemia/linfoma linfoblastico con fenotipo de precursor
T extramediastinal. La edad estaba comprendida entre 2
y 45 afios con una mediana de 31 afios.

Todos fueron positivos para CD45, CD7, CD2 y CD5,
34/42 casos (81%) tenian marcacion negativa para CD3s,
no observandose patrén en smear. Con respecto a la
marcacion para CD4/CD8, se observaron 21/42 casos
(50%) doble negativo, 13/42 (31%) doble positivo, 5/42
(12%) positivos solo para CD4 y 3/42 (7%) positivos s6lo
para CD8.

De las 6/38 muestras no neoplasicas (16.8%), 2/6 co-
rrespondieron a hiperplasia timica (ya analizadas con los
timomas), 1/6 a tejido linfoide normal, 2/6 a inflamacion
granulomatosa necrotizante y 1/6 a tejido fibroso.

Discusion

En el mediastino podemos encontrar una diversidad de
lesiones ricas en elementos linfoides, entre las cuales
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los linfomas difusos de células grandes B y los linfomas
de Hodgkin representan la mayoria de los casos® * 578,
Existen entidades menos frecuentes como los timomas
(especialmente aquellos con predominio de linfocitos) que
pueden plantear dificultades diagndsticas principalmen-
te en material proveniente de punciones, mediastinos-
copias o derrames pleurales, que en ocasiones son
hipocelulares o estan atriccionados debido al método de
obtencién y a la fibrosis que acompafia frecuentemente
a estos tumores.

Si bien el grupo etario y la presentacion clinica suelen
orientar el diagnostico correcto, en ocasiones diferenciar
un LLB-T de un timoma con predominio linfocitario pue-
de plantear algunas dificultades. Los elementos linfoides
gue acompafian a la proliferacion de células epiteliales
gue conforman los timomas poseen un patron de expre-
sibn CD4 y CD8 caracteristico y constante en la evalua-
cion por CF, que remeda el proceso de maduracion nor-
mal en el timo. La mayoria de la poblacion de timocitos
coexpresan CD4 y CD8. Ademas se observan pequefias
poblaciones que expresan uno de los dos marcadores o
ninguno de ellos, indicando timocitos en distintos esta-
dios madurativos. En cambio, en el LLB-T se observa
una gran poblacion de células linfoides blasticas que
coexpresan CD4 y CD8 en proporciones variables, con
un patrén mas aleatorio y homogéneo que el encontrado
en los timomas*”*°. La similitud morfolégica de estas le-
siones ricas en elementos linfoides con los métodos con-
vencionales de H&E puede hacer demorar el diagndsti-
co al tener que requerir de métodos complementarios de
IHQ para conocer el fenotipo de las células estudiadas.

De los 38 casos evaluados la CF aport6 datos positi-
vos en 24 casos que incluyeron los 9 LDCG-B y los 2
LLB-T (definiendo el inmunofenotipo de las células
linfoides neoplasicas), asi como en los 11 timomas y las
2 hiperplasias timicas, definiendo el fenotipo de los ele-
mentos linfoides acompafantes, el cual, en nuestra opi-
nion es tan caracteristico que circunscribe el diagndéstico
diferencial a estas dos entidades; pudiendo incluirse even-
tualmente algunas otras lesiones benignas del timo mu-
cho mas raras (quistes, etc.).

En los 10 casos de LH y en 4 casos de lesiones no
neoplasicas, no fue posible definir la lesion aunque pudi-
mos excluir otros tipos de linfoma como LDCG-B, LLB-T,
etc. Tanto la marcacién positiva o negativa principalmente
para CD3, CD4 y CD8, como la intensidad de dicha mar-
cacion fueron muy variables en los LLB-T en compara-
cién con los timomas, permitiendo en todos nuestros ca-
sos un diagnéstico correcto.

Como complemento del estudio cito o histopatologico,
la CF es una técnica util para el diagnéstico de estos
tumores, obteniéndose informacion cualitativa y en algu-
nas ocasiones cuantitativa. Es de suma utilidad en lesio-
nes mediastinales porque permite emitir un informe de
manera confiable y rapida, requiriendo cantidades pe-
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quefias de material. Permite en general diferenciar co-
rrectamente timoma y LLB-T, en muestras de puncién
aspiracion o biopsias. Las principales limitaciones de la
evaluacion por CF son lesiones con marcada esclerosis
y aquellos donde el material fue escaso y no fue posible
realizar un panel de marcacion completo para fenotipificar
correctamente la entidad*®. La CF aport6 valiosa infor-
macion al estudio histolégico, permitiendo en el caso de
los LLB-T un diagndstico rapido en situaciones que pue-
den requerir tratamiento inmediato en cuadros agudos.

Agradecimiento: A Valeria P. Melia, de la Unidad de In-
vestigacion Dr. Baron, por la traduccion al inglés del resumen
del trabajo.
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Traduccién de Juan G. de Luaces. Buenos Aires: Hyspamérica, 1984



