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Linfoma anaplásico de células grandes ALK+ en niños. Análisis 
morfológico e inmunohistoquímico 

Dra. Leticia Bornstein-Quevedo, Dr. FJ García-Vázquez, Dr. Eduardo López-Corella 

RESUMEN 

Antecedentes. La clasificación actual de linfoma anaplásico de células grandes (LACG) y la correlación del inmunofenotipo T o B con la 
expresión de ALK (anaplasic lymphoma kinase) son motivo de controversia. Aunque los LACG representan el15% de linfomas en niños, 
las características morfológicas e inmunohistoquímicas no están bien caracterizadas. 
Material y métodos. Se evaluaron todos los casos de linfomas de células grandes registrados en el archivo de patología quirúrgica entre 
1980 y 2002. Se seleccionaron los casos con morfología anaplásica y se realizó inmunohistoquímica para identificar los LACG ALK+. 
Resultados. Se evaluaron 15 casos, siete fueron ALK-negativos (tres linfomas de Hodgkin y cuatro linfomas difusos de células grandes 
con inmunofenotipo B). Los ocho pacientes con linfomas AL K-positivos se clasificaron como linfomas anaplásicos de células grandes con 
inmunofenotipo T/nulo en cinco niños y tres niñas (mediana 8 años). Todos fueron positivos para CD30 y 7 de 8 para antígeno epitelial 
de membrana. En 2 de 8 se observó positividad exclusivamente citoplasmática para ALK. En 6 de 8 el inmunofenotipo fue T y en dos 
casos fue nulo. 
Conclusiones. Los LACG ALK positivos son frecuentes (53%) entre el grupo de linfomas de células grandes con morfología anaplásica. 
La mayoría muestra ca-expresión de CD30, AEM y marcadores genéricos de células T. La utilización deALK es de utilidad para identificar 
un subgrupo de linfomas de células grandes. 
Palabras clave: Linfoma anaplásico de células grandes, ALK-1, inmunohistoquímica, marcadores genéricos. 

ABSTRACT 

Background. The curren! classification of anaplastic large cell lymphoma (ALCL) and the correlation of T or B cell lineage with ALK ex
pression are controversial. Although ALCL represents 15% of pediatric lymphomas, the morphologic and immunohistochemical features 
are no! well characterized. 
Methods. All large cell lymphomas with anaplastic features accessioned in the surgical pathology files between 1980 and 2002 were 
studied. lmmunophenotyping was performed to identify the ALK+ ALCL. 
Results. Fifteen cases were evaluated, seven were ALK-negative (three Hodgkin lymphomas, and four diffuse large B-celllymphomas). 
EightALK+, CD30+ ALCL with T/null cell immunophenotype were identified in five boys and three girls (median eight years). lmmunostai
ning with CD30 and EMA was observed in 100 and 87% of cases, respectively. Two of !he eightALCL's had ALK staining restricted to the 
cytoplasm. Six cases showed T-cell phenotype while only two were considered null-type. 
Conclusions. ALK positive ALCL's are frequent (53%) among large celllymphomas with anaplastic features. Most of them express CD30, 
EMA and generic T-cell markers. The use of ALK protein helps lo recognize a subgroup of large cell lymphomas. 
Key words: Anaplastic large celllymphoma, ALK-1, immunohistochemical, generic markers. 

E 
n niños, los linfomas constituyen elll% 
de las neoplasias 1. Aproximadamente el 
50% de estos son linfomas no Hodgkin 
(LNH), un grupo heterogéneo de neo-
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plasias de alto grado que muestran progresión 
rápida 2

• Histológicamente, se dividen en tres 
grupos: linfoma difuso de células pequeñas no 
hendidas (linfoma de Burkitt y tipo-Burkitt), 
linfoma linfoblástico y linfoma difuso de células 
grandes. Ellinfoma anaplásico de células gran
des (LACG) se encuentra clasificado dentro del 
tercer grupo y representa del lO al 15% de LNH 
en niños 3A. 

Esta neoplasia fue incluida en la clasificación 
de Kiel modificada 9

, como un linfoma anaplá
sico de células grandes con inmunofenotipo T o 
B. Aunque la existencia de casos esporádicos de 
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LACG con inmunofenotipo Bes controvertible, 
en la clasificación REAL (Revised European-Ame
rican Lymphoma classification) 10 y la Organización 
Mundial de la Salud (OMS) 11

, el término LACG 
se refiere a una neoplasia linfoide formada por cé
lulas anaplásicas que expresan el antígeno CD30 
y presentan inmunofenotipo T o nulo. 

En su forma clásica, el LACG está constituido 
por células neoplásicas grandes, con abundante 
citoplasma anfófilo, núcleo lobulado y numerosos 
nucléolos. Estas células se denominan células distin
tivas "hallmark cells" 12

, debido a que representan 
una característica distintiva de la neoplasia. 

La translocación cromosómica t(2;5) consti
tuida por la fusión de los genes ALK ( cinasa de 
linfoma anaplásico) y NPM (nucleofosmina) 16

, 

se ha asociado al LACG 8•17• El producto de esta 
translocación es la proteína quimérica ALK-NPM 
(p80), que consiste de la unión del extremo N ter
minal de NPM con el dominio citoplasmático del 
receptor de tirosina cinasa ALK 18

• Esta proteína 
se puede identificar por medio de inmunohisto
química utilizando el anticuerpo ALK-1. 

En varios estudios se ha demostrado la pre
sencia de la translocación t(2;5) o su producto 
proteico en casos de LACG. La frecuencia de 
expresión es aproximadamente de 60 a 80% 21

•
22

• 

Benharroch 12y cols. estudiaron un grupo de 123 
pacientes con LACG ALK +; aunque demuestran 
que la combinación de características morfológi
cas, inmunofenotipo y expresión de ALK definen 
un subgrupo de LACG frecuente en pacientes jó
venes (edad promedio 21 años), en este trabajo no 
se analizan las características clínicas y el impacto 
pronóstico de este hallazgo. Falini y cols. 19, estu
diaron 96 pacientes con LACG, de los cuales 60% 
fueron ALK+. Sus resultados mostraron que los 
LACG ALK+, en contraste con los ALK-, fueron 
más frecuentes en niños y pacientes jóvenes (pro
medio 22±10 años) con enfermedad avanzada 
(estadio III/IV), síntomas sistémicos e infiltración 
extraganglionar 19• También se observó mejor 
supervivencia global, 76 vs 15% (p=0.007) en 
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pacientes con linfomas ALK+ 20
• Debido a estas 

diferencias, se ha propuesto que los linfomas 
ALK + representan una enfermedad diferente a 
los LACG ALK- y que está caracterizada por una 
alteración genética determinada. 

Existen pocos estudios en niños que 
correlacionan la expresión de CD30 con la mor
fología, la translocación t(2;5) 21

•
22 o ambos hechos, 

t(2;5)(p23;q35). Hutchinson 23 y cols. identificaron 
expresión de ALK -1 en 19 de 20 linfomas CD30+; 
al comparar estos casos con otros linfomas de 
células grandes, no se observaron diferencias en 
cuanto a supervivencia libre de enfermedad a dos 
años. Sherman 24 y cols. describieron 17 pacientes 
con LACG y expresión de ALK. Estos casos mos
traron inmunofenotipo T y expresión de CD30 y 
EMA. En otro estudio29

, todos los LACG (n=28) 
fueron positivos para CD30 y ALK1 y mostraron 
inmunofenotipo T /nulo. La supervivencia fue de 
94% con seguimiento promedio de 43 meses. 

Aunque muchos de los datos informados 
respecto a LACG primarios en niños han sido 
obtenidos de estudios en los que se incluye
ron pacientes adultos, se ha propuesto que los 
LACG CD30 positivos con expresión de ALK y la 
translocación t(2;5) en pacientes pediátricos, cons
tituyen una entidad clinicopatológica distintiva. 
El objetivo de este estudio es revisar un grupo 
de linfomas de células grandes y determinar si la 
expresión de CD30 y ALK definen un subgrupo 
de linfomas en población pediátrica. 

MATERIAL Y MÉTODOS 

Del archivo de patología quirúrgica se obtuvie
ron todos los casos con diagnóstico de linfoma 
de células grandes entre 1980 y 2002. Todos los 
casos, teñidos con hematoxilina y eosina, fueron 
evaluados y se seleccionaron los que mostraron 
morfología anaplásica. Se estableció el tipo de 
linfoma anaplásico de células grandes, la pre
sencia de cambios estromales (fibrosis capsular, 
infiltrado inflamatorio) e infiltración sinusoidal. 
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Se realizó inmunohistoquímica a este subgru
po de linfomas de células grandes con morfología 
anaplásica para identificar los casos que corres
pondieran a LACG. 

Se realizaron cortes a 2J.I del tejido seleccio
nado y se montaron en laminillas previamente 
tratadas con una solución de poli-1-lisina 1:10 
(Sigma-Aldrich Co, St. Louis, USA)_ Se realizó la 
técnica de inmunohistoquímica con el complejo 
biotina-estreptavidina/peroxidasa mediante el 
sistema de detección LSAB+ (Labelled strepta
vid-Biotin, Dako Corporation, Carpintería Calif. 
USA). Para la identificación de epítopes se utilizó 
citrato de sodio al 0.1M pH 6.2 y EDTA 0.1 M pH 
9, durante 5 minutos en olla de presión/ horno de 
microondas y se enfriaron a temperatura ambien
te por 20 minutos. Posteriormente las muestras 
fueron tratadas con peróxido de hidrógeno al 
0.9% en medio acuoso e incubadas con albúmi
na sérica bovina (BSA) al 1% en PBS por cinco 
minutos, los anticuerpos CD43, proteína ALK-1 
(policlonal), CD45RO (UCHL-1), CD15 (C3D-1), 
CD79a (JCB 117), CD30 (Ber-H2), CD3 (policlo
nal), AEM (E29), y CD20 (L26) (todos de la marca 
Dako Corporation, Carpintería California, USA) 
fueron incubados por 45 minutos a temperatura 
ambiente. El anticuerpo secundario biotinilado y 
el complejo estreptavidina/peroxidasa se incu
baron por 30 minutos a temperatura ambiente. 

Para la visualización de la reacción se utilizó 
como sustrato 3,3'-deaminobencidina-H

2
0

2
y se 

monitoreó al microscopio. Se deshidrataron las 
laminillas con lavados en alcohol etílico al 50%, 
60%, 70%, 96%, alcohol absoluto y xilol. 

En la evaluación de inmunohistoquímica se 
consideró estirpe T si CD3, CD43 y CD45RO 
fueron positivos en >5% de células neoplásicas. 
Se consideró tipo nulo si ninguno de ellos fue 
positivo y estirpe B si CD20 o CD79a fueron po
sitivos en las células neoplásicas. Los casos en los 
que CD30 y CD15 fueron positivos se clasificaron 
como linfoma de Hodgkin. 

RESULTADOS 

De 70 linfomas de células grandes se identificaron 
15 con morfología anaplásica; tres casos fueron 
positivos con CD30 y CD15 y correspondieron a 
linfoma de Hodgkin y cuatro mostraron inmu
noreactividad para CD20 y CD79a por lo que se 
diagnosticaron como linfomas difusos de células 
grandes con inmunofenotipo B. En el estudio se 
incluyeron ocho pacientes con linfoma anaplásico 
de células grandes con inmunofenotipo T /nulo 
en cinco niños y tres niñas con una mediana de 
edad de ocho años (Cuadro 1). La localización 
más frecuente fue en ganglios linfáticos periféri
cos y un caso mostró infiltración en la piel. 

Cuadro 1. Clasificación e inmunofenotipo de linfomas de células grandes con morfología anaplásica. 

No. caso CD30 AEM ALK CD3 CD45RO CD20 CD79a CD15 Fenotipo Diagnóstico 

1 + + + + + T LACG 
2 + + B LDCG 
3 + + + + T LACG 
4 + + + + T LACG 
5 + LH 
6 + + + + + T LACG 
7 + + LH 
8 + + LH 
9 + + + + B LDCG 
10 + + + N LACG 
11 + + + + + B LDCG 
12 + + + + T LACG 
13 + + + + B LDCG 
14 + + + N LACG 
15 + + + + T LACG 

LH- Linfoma de Hodgkin; LDCG- Linfoma difuso de células grandes B. 
LACG- Linfoma Anaplásico de Células Grandes 
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Características morfológicas 

De acuerdo a la clasificación de la OMS, todos 
los casos correspondieron a la variante común de 
LACG. La arquitectura ganglionar estaba oblite
rada en todos los casos, aunque en algunas áreas, 
se identificaron sinusoides con extensa infiltra
ción por células neoplásicas (Figura lA). En tres 
casos, además de los ganglios linfáticos con infil
tración masiva por la neoplasia, se identificaron 
pequeños ganglios en los cuales la arquitectura 
ganglionar estaba conservada, pero presentaron 
numerosas células neoplásicas en los sinusoides. 
En un caso se observó un patrón de infiltración 
perivascular (Figura lB). En 2 de 8 casos se iden
tificó infiltrado inflamatorio linfoplasmocitario 
en el estroma neoplásico, así como histiocitos. Se 
observó necrosis en 2 de 8 casos con histiocitos y 
polimorfonucleares en las áreas vecinas. 

Las características citológicas fueron variables. En 
algunos casos,las células neoplásicas fueron de me
diano tamaño y polimorfas, mientras que en otros 
se observaron células grandes tipo inmunoblasto. 
Sin embargo, en todos los casos se identificó una 
población de células grandes, con núcleo excéntri
co,lobulado (en herradura) y nucléolos pequeños. 
Estas células mostraron citoplasma anfófilo y zona 
eosinófila paranuclear que corresponde a la zona 
del aparato de Golgi (Figura lC). 

lnmunohistoquímica 

En todos los casos, > 95% de las células neoplá
sicas mostraron positividad intensa para CD30; 
la reactividad fue de membrana y en el área del 
Golgi (Figura 2A). En siete casos se identificó 
positividad para AEM; el patrón de expresión 
fue similar a CD30; sin embargo, la proporción 
de células neoplásicas positivas fue menor. 

Por definición, todos los casos fueron positivos 
para proteína ALK. El 75% (6/8) de casos mostró 
positividad nuclear y citoplasmática (Figura 2B). En 
dos de ocho casos (25%) la reactividad del anticuerpo 
ALK-1 fue sólo citoplasmática (Figura 2C). No se 
identificó positividad exclusivamente nuclear. 
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Figura 1. Características morfológicas de LACG. A. Infiltración 
sinusoidal y subcapsular por células linfoides malignas. B. Patrón 
de infiltración perivascular. C. Variante común de LACG con células 
distintivas ("Hallmark cells") y en 'rosca·. 
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Cuadro 2. Resultados de inmunohistoquimica en 8 linfomas ana
plásicos de células grandes. 

Anticuerpo No Casos % 

CD30 8 100 
ALK 8 100 
AEM 7 87 
CD3 2 25 
CD45 RO 5 62 
CD43 6 75 
CD20 o o 
CD79a o o 
CD15 o o 
LMP-1 o o 

En 6 de 8 casos el inmunofenotipo fue T, con 
positividad para CD3, CD43 o CD45RO (Figura 
2D). En dos casos de LACG estos marcadores 
fueron negativos, por lo que se clasificaron como 

tipo nulo. Ningún caso de LACG ALK+ mostró 
inmunofenotipo B. 

DISCUSIÓN 

En esta serie se identificaron ocho (53%) linfomas 
anaplásicos de células grandes ALK +de 15 neopla
sias con características anaplásicas. Todos los casos 
correspondieron a la variante común; no se identi
ficaron otras variantes morfológicas previamente 
descritas 13•14, Aunque los LACG ALK-positivos 
mostraron diversos patrones morfológicos, en nin
gún caso fue suficiente el número de histiocitos o 
neutrófilos para categorizar los casos como LACG 

Figura 2. lnmunohistoquímica en linfomas anaplásicos de célu las grandes. A. Positividad de membrana y en el área del Golgi para 
CD30. B. Positividad nuclear y citoplasmática para proteína ALK.1. C. Reacción exclusivamente citoplasmática de ALK-1 . D. Positividad 
de membrana para CD45RO. 
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linfohistiocítico o rico en neutrófilos. En otras series, 
se ha descrito una frecuencia de 65 12 a 100% 25 de 
casos que muestran la variante común; la segunda 
variante histológica frecuente es el LACG linfo
histiocítico (11.3%) 12

• Probablemente, el número 
reducido de casos en nuestra serie no permitió 
identificar variantes poco frecuentes. 

Al igual que en otras series 12
•
24

•25, el100 y 87% de 
los casos mostraron positividad para CD30 y AEM 
respectivamente, lo que confirma el valor diagnós
tico de estos marcadores en LACCZ6

• El AEM es una 
sialomucina epitelial codificada por el gen MUC1 
en el cromosoma 1q21-24 27

, al igual que la molécula 
CD30 /Ki-1 (codificada en 1p36). Es probable que la 
translocación t(2;5) estimule la expresión de estas 
moléculas en las células neoplásicas. 

La proteína ALK no se expresa normalmente 
en células linfoides. El anticuerpo monoclonal 
ALKl reconoce un epítope resistente a formol en 
la proteína quimérica ALK-NPM y en la proteína 
humana ALK normal 28

• En este trabajo, todos los 
casos fueron positivos para ALK. Con respecto al 
patrón de expresión, el25% (2/8) de los casos mos
traron positividad exclusivamente citoplasmática. 
Esta observación se ha informado previamente 
con una frecuencia de 1519 a 20% 12•20•24• Una posible 
explicación es que las células neoplásicas presentan 
alteraciones genéticas diferentes a la translocación 
t(2;5), en las cuales el gen ALK en el cromosoma 2 
se une a un gen diferente a NPM. Es posible que 
la proteína resultante active ALK cinasa pero no 
contenga ningún dominio que dirija la proteína al 
núcleo, por lo que la traducción inmunohistoquími
ca es la reactividad restringida al citoplasma. 

Como en la clasificación de LACG de la OMS 11
, 

la mayoría de los casos de LACG ALK-positivos 
en esta serie, mostraron inmunofenotipo T y en 
ningún caso se observó evidencia de inmunofe
notipo B. Por medio de estudios moleculares 6

, 

se ha mostrado que generalmente los LACG son 
de origen T. Sin embargo, las células neoplási
cas exhiben fenotipo aberrante con pérdida de 
varios marcadores asociados a células T. El CD3 
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y CD45RO, que son los marcadores de células 
T más utilizados, son negativos en más del 50% 
de LACG; el marcador CD43 generalmente es 
positivo; sin embargo, su sensibilidad y espe
cificidad como marcador de linaje es baja 6

•
11

• 

Cuando se realiza la evaluación de LACG por 
medio de inmunohistoquímica, ocasionalmente, 
las células neoplásicas no expresan marcadores T 
y son clasificadas como tipo nulo. Sin embargo, 
se ha informado que al analizar este subgrupo 
con estudios moleculares, muestran rearreglo de 
receptores de células T. 

Respecto al diagnóstico diferencial se debe 
considerar el linfoma difuso de células grandes 
B anaplásico, caracterizado por células grandes, 
ovaladas o poligonales con núcleos pleomórficos 
semejantes a células de Reed-Stemberg. Estas cé
lulas muestran infiltración sinusoidal, patrón de 
crecimiento sólido e inmunofenotipo B con reac
tividad para CD20, para CD79a o para ambos 15

. 

También puede haber sobreposición morfológica 
entre LACG y linfoma de Hodgkin. Ocasional
mente, el LACG con infiltración ganglionar parcial 
puede mostrar patrón nodular y estar asociado con 
fibrosis. Por otro lado, se ha observado que el LH 
puede presentar mantos sólidos de variantes de 
células de Reed-Stemberg que semejan LACG. Sin 
embargo, utilizando marcadores de células T, ALK, 
AEM y CD15 es posible hacer la distinción entre las 
dos categorías n. Por último, se debe considerar la 
histiocitosis/ sarcoma de células de Langerhans. 
Se trata de neoplasias con infiltración sinusoidal 
por células grandes, de núcleos mellados, lobu
lados o ambos hechos, con hendiduras nucleares 
y citoplasma abundante. Estas células muestran 
expresión de CD1a y proteína S-100 y son negativas 
para marcadores genéricos de células T, así como 
CD30, AEM y ALK 13

• 

Los resultados de esta serie están de acuerdo con 
informes previos que indican que los LACG ALK 
positivos representan una entidad clinicopatológica 
que se presenta en pacientes jóvenes y ca-expresa 
CD30, AEM y marcadores genéricos de células T. La 
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identificación, por medio de inmunohistoquímica, 
de expresión de ALK tiene importantes implicacio
nes de clasificación y diagnóstico para el estudio de 
linfomas de células grandes. 
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