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|. RESUMEN

ANALISIS DESCRIPTIVO DE LAS CARAQTERISTICAS QLINICOPATOLOGICAS DE
LA LINFOHISTIOCITOSIS HEMOFAGOCITICA EN NINOS. (UN ESTUDIO DE
AUTOPSIAS EN POBLACION MEXICANA)

INTRODUCCION: La Linfohistiocitosis hemofagocitica 6 Sindrome Hemofagocitico es una
condicion caracterizada por una sobreestimulacion del sistema inmune que conlleva a
inflamacién sistémica, hipercitocinemia y fallo organico multiple. Existen dos formas: la
primaria con mutaciones en los genes que codifican proteinas citotoxicas de los linfocitos
T y células nulas 6 NK (“Natural killer’) y la secundaria 6 adquirida, asociada a
infecciones, malignidad, autoinmunes, entre otras. El diagndstico se basa en los datos
clinicos, de laboratorio y la documentacién histopatolégica de hemofagocitosis.
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA: Debido a la variabilidad etiopatogénica de esta
enfermedad y a la escasez de casos informados en nuestro pais, se hace necesario
contribuir al conocimiento de esta entidad. JUSTIFICACION: Los hallazgos
histopatolégicos son caracteristicos y especificos de este padecimiento por lo que la
autopsia permite el diagnéstico preciso. OBJETIVO GENERAL: Describir las
caracteristicas clinicopatolégicas de casos autopsiados con diagnéstico histopatoldgico de
Linfohistiocitosis Hemofagocitica. DISENO: Estudio retrolectivo, observacional, descriptivo
de revision de casos de autopsias pediatricas, seleccionando casos con hemofagocitosis
en dos 0 mas organos y que cuenten con criterios clinicos y de laboratorio de Sindrome
Hemofagocitico. METODOLOGIA: 1) Revision de protocolos de autopsia y laminillas
histolégicas del archivo de autopsias del Departamento de Patologia del Instituto Nacional
de Pediatria colectadas de 1971 al 2015; 2) Inmunohistoquimica para células linfoides y
LMP-1 e hibridacion en situ (EBER), para deteccién de Epstein-Barr. Se consignan las
variables clinicas, demograficas y anatomopatoldégicas. RESULTADOS: La frecuencia
global fue del (0.66%) (49 en 7417 autopsias) con un aumento progresivo de hasta el
3.46% en los afios 2001 a 2015. El rango de edad abarcé la edad pediatrica (1 mes a 17
afios), con una mediana de 2 afilos 8 meses. La fiebre fue la manifestacién clinica mas
frecuente, seguida de la hepatoesplenomegalia y datos de sangrado. La anemia y la
trombocitopenia se encontré alto porcentaje (>90%), los exadmenes de laboratorio
especificos de esta entidad fueron: elevacién de ferritina en 12/14, hipertrigliceridemia en
17/24 e hipofibrinogenemia en 17/25 casos. Cinco casos fueron categorizados como
formas primarias por clinica (herencia autosomica recesiva) y soOlo 1 presenté
confirmacion del defecto de la perforina. La forma secundaria mas frecuente fue la
asociada a infeccion (27 casos), 21 de ellos por virus y mas de la mitad de los casos por
infeccibn por virus de Epstein Barr. Otras enfermedades asociadas fueron:
inmunodeficiencias (7casos), neoplasia (5 casos) y anemia aplasica (3 casos). El ganglio
linfatico present6 hemofagocitosis en el 100% de los casos, la médula 6sea en 88%, bazo
en 86% e higado en 67%. En el Sistema Nervioso Central se encontrd infiltrado
linfohistiocitarios en meninges y/o parénquima cerebral y células hemofagociticas en
14/48 (29%). El estudio de inmunohistoquimica revela proliferacion difusa de histiocitos
CD68 positivos. La poblacion linfoide predominante es de estirpe T, con predominio CD8
(+). La subpoblacion NK se encontr6 ausente. La presencia de linfocitos B (CD20
positivos) fue variable. La expresion de LMP-1 y EBER se document6 en 20 casos. El
diagnostico clinico de SHF se establecié en el 53% de los casos y la falla diagndstica
estuvo condicionada a la ausencia de hemofagocitosis en el aspirado de médula 6sea en
vida de los pacientes. CONCLUSIONES: El SHF existe en nuestro medio con una
frecuencia mayor de la registrada y al parecer se ha incrementado en los Ultimos afios. El
organo que consistentemente muestra hemofagocitosis es el ganglio linfatico, por lo que
se recomienda realizar estudio de biopsia de ganglio linfatico en casos con sospecha
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clinica del sindrome y médula 6sea negativa. La distribucion por grupos etarios y el
cuadro clinico es similar a lo relatado en la literatura. El agente causal mas frecuente es el
virus de Epstein Barr. Solamente en 5 casos el SHF fue primario y solo en uno se
documenté la alteracién de la perforina, por lo que es necesario implementar esta prueba
de diagndstico en nuestro medio para la deteccién oportuna de los casos familiares y
proporcionar un adecuado consejo genético.



II. MARCO TEORICO

1.- DEFINICION: Las histiocitosis abarcan un grupo de entidades hematologicas
caracterizadas por infiltracion patolégica de tejidos normales por una proliferaciéon de
células del sistema fagocitico mononuclear (SFM)'2. En una clasificacion reciente se han
agrupado en dos categorias: 1.- Desordenes de comportamiento biolégico variado
(histiocitosis relacionadas con células dendriticas y relacionadas con macréfagos) y 2.-
Histiocitosis malignas®. La Linfohistiocitosis Hemofagocitica pertenece al primer grupo e
incluye aquellos pacientes con trastornos relacionados con macréfagos, con una
incidencia que oscila entre 0.006 y 0.12 por 100.000 nifios por afio en estudios realizados
en Europa, con un curso natural de la enfermedad, con menos del 10% de probabilidad de

sobrevida. Se han descrito dos condiciones: LHH primaria y LHH secundaria 6 adquirida®.

2.- LINHOHISTIOCITOSIS PRIMARIA: La LHH primaria también llamada
Linfohistiocitosis Hemofagocitica Familiar (LHF) es una entidad poco comudn pero
frecuentemente fatal, descrita en 1952 por Farquhar y Claireux®, caracterizada por fiebre
prolongada, hepatoesplenomegalia, citopenias, linfadenopatias, rash e ictericia. Otros
hallazgos de laboratorio comunes son el compromiso hepatico con elevacién de las
transaminasas, hipoalbuminemia, hipofibrinogenemia secundaria a activacion
endotelial/coagulopatia, altos niveles de ferritina y de lactato deshidrogenasa (LDH).
Puede presentarse también una forma severa de meningoencefalitis, con alteraciones
neuroldgicas acentuadas (irritabilidad, convulsiones, pardlisis de nervios craneales,
nistagmus, ataxia, dificultad para la marcha, retraso en el desarrollo psicomotor,
trastornos visuales, hemiplejia 6 tetraplejia, vomito y signos de hipertensiéon
endocraneana) °. La LHF tiene una incidencia en Suecia de 1 en 50.000 nacidos y un

patron de herencia autosémico recesivo®’®

. Afecta nifios menores de 6 afos, la mayoria
(70-80%) menores de 1 afio al momento de presentacion de la enfermedad®. La
patofisiologia planteada es una estimulacion descontrolada de los histiocitos por una
alteracion hereditaria en la regulacion de la actividad de citoquinas y se relaciona
directamente con un defecto en la exocitosis de los granulos citotdxicos o en la funcion de
los mismos, debido a mutaciones en el gen de la perforina (FHLH-2). La perforina es una
proteina citolitica formadora de hendiduras en la membrana de la célula objetivo, presente
en los granulos de los linfocitos T citotoxicos (LTC) y las células nulas (CN) 6 células NK
(“Natural killer’), lo que favorece la entrada por difusion pasiva de una familia de
proteasas pro-apoptoticas conocidas como granzimas. Otras mutaciones ocurren en los

genes MUNC13.4 (FHLH-3) que regulan la maduracion del granulo citotéxico, sintaxina 11
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(STX11 6 FHLH-4) que controla la exocitosis del granulo y sintaxina unida a la proteina 2
(STXBP2 6 FHLH-5) que favorece la liberacion del granulo citotdxico™. Existe una forma
genética no primaria asociada a inmunodeficiencia, caracterizada por la presencia de
mutaciones en el transporte de lisosomas (LYST 6 Chediak-Higashi), en la proteina 27A
asociada a RAS (RAB27A 6 Griscelli 2) 6 en la subunidad de la proteina 3 B1 (AP3B1 6
Hermansky-Pudlak 2), que causan LHH por defectos en el cebado, fusién, acoplamiento y
tréfico de la vesicula'.

3.- LINHOHISTIOCITOSIS SECUNDARIA:

La forma secundaria de LHH fue descrita por Risdall en 1979 ** y se desarrolla como una
reaccion la mayoria de las veces en relacién con una infeccion severa. Entre los agentes
relacionados se encuentran los virus del grupo Herpes, especialmente Epstein-Barr (VEB)
y Citomegalovirus (CMV), virus de Varicela Zoster, Herpes Virus Humano 6-8 (HHV-6) y
(HHV-8), rubeola, parvovirus, virus de hepatitis B ***’. Otros microorganismos patégenos
incluyen Mycobacterium tuberculosis, Serratia Marcenses, Burkholderia Cepacia, Candida
sp, Aspergillus sp, Histoplasma sp y protozoos. Ademas de asociarse a infeccion, la forma
secundaria puede ocurrir en procesos malignos con mayor frecuencia neoplasias
hematolinfoides (leucemias, linfomas Hodgkin y no Hodgkin), otras neoplasias soélidas
(neuroblastomas, rabdomiosarcomas, tumores germinales, carcinomas) y en
enfermedades autoinmunes (artritis reumatoide juvenil, lupus eritematoso sistémico,
sindrome de Behcet) y son llamados Sindrome de Activacién Macrofagica (SAM) ***°,
presentando discretos cambios en la forma de presentacibn como citopenias menos
severas, disfuncién cardiaca mas frecuente y coagulopatias mas acentuadas.®**

La fisiopatologia propuesta para LHH secundaria, es una estimulacion descontrolada de
los histiocitos (macréfagos y células dendriticas), células nulas (CN), linfocitos T
citotéxicos (LTC), favoreciendo la hipercitoquinemia persistente y por ende a un Sindrome
de Respuesta Inflamatoria Sistémica (SRIS) '°. La activacién inmune sostenida con
hipercitoquinemia persistente es la responsable del cuadro clinico de esta entidad. No
esta claro por qué individuos aparentemente inmunocompetentes desarrollan disfuncion
de las CN y LTC, luego de eventos desencadenantes tal como infecciones virales. En el
caso particular del VEB, éste infecta las CN causando su proliferacion y produccion de
citoquinas proinflamatorias como Factor de Necrosis Tumoral-a (FNT- a) e interferén v,
que estimula a los macréfagos a la hemofagocitosis *'.

4.- DIAGNOSTICO CLINICO:



A pesar de que las manifestaciones clinicas y de laboratorio son caracteristicas, no existe
una alteracién patognoménica'®. Por ello, Henter et al ‘, en la Guia de diagndstico y
tratamiento de LHH proponen que el diagnéstico puede ser establecido si se cumple con 1
6 2 de los siguientes criterios consignados en la Tabla 1. Los puntos clave para el
diagnostico son: historia clinica completa y estudios de laboratorio para encontrar érganos
afectados, realizar aspirado y biopsia de médula 6sea, monitorizar los niveles de ferritina,
estudio inmunoldégico, investigar la presencia de mutaciones especificas en las formas
familiares y descartar la presencia de factores desencadenantes. Se sospechara esta
entidad ante un paciente con fiebre elevada y prolongada, con disfuncion multiorganica.
Un nivel de ferritina muy elevado 6 que aumenta rapidamente es muy sugerente de SHF:
una ferritina >10.000 pg/L tiene una sensibilidad del 90% y una especificidad del 96% para
SHF, casi sin solapamiento con sepsis, infecciones 6 falla hepatica *°.

5.- ANATOMIA PATOLOGICA:

Los hallazgos histopatolégicos basales consisten en la acumulacion de linfocitos con
inmunofenotipo T e histiocitos con una citomorfologia benigna, mostrando fagocitosis
activa de varias células hematopoyéticas. Existe gran variabilidad en la presentacion de
la enfermedad, algunos nifios pueden tener compromiso multiorganico, incluso del
corazén y pancreas, mientras otros manifiestan hemofagocitosis en escasos 6rganos. Ost
et al', reportaron en Suecia, una serie de 27 casos de autopsias pediatricas con
diagnédstico de linfohistiocitosis hemofagocitica primaria, en un periodo comprendido
entre 1971 a 1986 de un total de 19,543 autopsias realizadas en todo el pais en ese
intervalo de tiempo. El diagndstico estaba basado en criterios clinicos (edad de inicio,
signos, sintomas y patron de herencia autosémico recesivo), debido a que la identificacion
de la mutacion del gen de la perforina fue hecho en 1999 ?°. Hubo notoria variacién en la
presentacion de la enfermedad. Algunos nifios demostraron compromiso generalizado
(incluyendo 6rganos del sistema reticuloendotelial), mientras otros solo revelaron afeccion
de uno 6 pocos 6rganos. Los hallazgos histopatoldgicos fueron consistentes con LHH en
23/27 pacientes. Tres casos diagnosticados en vida y tratados con esteroides y
citotéxicos, no mostraron hemofagocitosis en la autopsia probablemente por efecto del
tratamiento, pero si en las muestras tomadas antes del fallecimiento. El bazo de 24 casos
estuvo disponible para andlisis y se encontrdé expansion de la pulpa roja con deplecion
linfoide en la pulpa blanca y denso infiltrado de células mononucleares e histiocitos con
hemofagocitosis activa en 17/24 casos (71%). En los ganglios linfaticos se observo

acumulacion de histiocitos en las zonas de células T y sinusoides en 17/23 casos (74%).
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Adicionalmente los foliculos linfoides corticales fueron escasos y en otros no existentes,
asociado a deplecion linfoide acentuada, aun en aquellos pacientes que no habian
recibido tratamiento. El compromiso de la médula 6sea fue visto en 9/23 pacientes,
reflejdndose en disminucién de la celularidad y evidencia de hemofagocitosis en grados
variables. En el higado encontraron infiltracion de los tractos portales por linfocitos y
escasos histiocitos con menor intensidad en los lobulillos, con aumento del numero de
células de Kuppfer, cuadro similar al observado en la Hepatitis crénica persistente de los
adultos, lo cual es altamente sugestivo de LHH. Hemofagocitosis sélo se observé en 3/27
casos (11%). El timo mostré compromiso en so6lo 2/11 casos (18%), con presencia de
corpusculos de Hassall a pesar de la hemofagocitosis. Otros 6rganos con evidencia de
hemofagocitosis fueron los pulmones, corazén, intestinos, rifiones y pancreas. A nivel del
Sistema Nervioso Central (SNC) se observ6 afeccion en 16/18 casos (89%) con cuadro
de meningoencefalitis en la mayoria de los pacientes. En un estudio neuropatologico a
escala nacional realizado igualmente en Suecia por Henter et al ?*, en un periodo de 21
afos (1971 a 1992) en el que se incluyé a 23 nifios con diagnéstico de LHH primario y se
evalu6é sintomas neuroldgicos, resultados del analisis del liquido cefaloraquideo y los
hallazgos histopatol6gicos. Con respecto a la apariencia del tejido cerebral
macroscépicamente fue normal 6 con cambios por edema en grados variables en 18/23
casos (78%). En pacientes con enfermedad avanzada el parénquima se encuentra friable,
con dafio de la sustancia blanca a nivel del cerebro y cerebelo. Se encontré también
hemorragias en las leptomeninges y ganglios basales en 2/23 pacientes (8.6%). El cuadro
histolégico es variable, que va desde normal hasta deterioro avanzado, siendo mayor el
compromiso meningeo, con infiltracion de linfocitos e histiocitos en las meninges en 21/23
casos (91%), formacion de agregados linfohistiocitarios perivasculares en 15/23 casos
(65%), infiltracion difusa del parénquima en 12/23 casos (52%), necrosis (4/23-17%) y
hemofagocitosis de eritrocitos y linfocitos en 20/23 casos (86%). Otro hallazgo importante
de este andlisis fue la presencia de células con morfologia similar a los astrocitos
encontrados en la enfermedad de Alzheimer tipo 2 en las regiones corticales y se
correlaciona con el grado de compromiso hepético; representado por elevacién de las
transaminasas #°. Con los anteriores hallazgos histopatoldgicos proponen un sistema de
gradacion, asi:

Estadio 0: No anormalidades histopatolégicas, Estadio I: Compromiso inflamatorio
linfohistiocitario focal de las meninges con infiltracion perivascular, Estadio Il: Infiltrado

inflamatorio perivascular y meningeo mas acentuado con extension a la corteza

11



subyacente, Estadio Ill: Dafio tisular severo, con infiltracion difusa del parénquima y
necrosis multifocal de la sustancia blanca predominantemente, gliosis reactiva, escasos
histiocitos espumosos y microcalcificaciones.

En resumen, determinaron que 2/23 pacientes se encontraban en estadio 0 (9%), 8/23
pacientes en estadio | (35%), 7/23 en estadio Il (30%) y 6/23 en estadio Il (26%).

6.- DIAGNOSTICO DIFERENCIAL ENTRE LHH PRIMARIA VS SECUNDARIA:

Antes del descubrimiento del defecto genético en 1999 ?°, el diagnéstico diferencial entre
estas dos formas se basaba en algunas caracteristicas clinicas. La forma familiar era
considerada en casos de presentacion muy temprana, la ocurrencia de varios individuos
afectados en la familia y la ausencia de algun factor desencadenante (particularmente
infeccién). Esto ultimo, sin embargo, dejo de ser un criterio debido a que muchos de los
casos hereditarios son desencadenados por infecciones®. En la actualidad se requiere la
demostracion de la mutacién particularmente en casos esporadicos para el diagnostico de
la linfohistiocitosis hemofagocitica familiar con caracter autosémico recesivo y permitir un
consejo genético adecuado. No encontramos estudios que analicen las caracteristicas
anatomopatolégicas diferenciales entre las formas primarias y secundarias de LHH, s6lo
reportes de casos aislados.

Existen numerosas pruebas para el diagnéstico molecular de las alteraciones genéticas
relacionadas con LHF. Entre ellas, la deteccion de dichas mutaciones por la técnica de
Next Generation Sequencing (NGS), con la cual es posible determinar los defectos
genéticos ya descritos en LHF (AP3B1, MUNC13-4, ITK, LYST, MAGT1, PRF1, RAB27A,
SH2D1A, SLC7A7, XIAP). Esta prueba tiene como indicaciones: 1. Confirmacion del
diagndstico genético en un paciente con diagnoéstico clinico de LHH 6 sindrome asociado
0 en aquellos en quienes las pruebas accesorias sugieren este defecto, 2. Identificacion
de los individuos portadores con historia familiar de LHH con base genética desconocida,
3. Evaluacion de hermanos asintomaticos en riesgo como potenciales donantes de
médula 6sea, 4. ldentificacion de los portadores, 5. Diagndstico prenatal, luego de la
confirmacion de la mutacion en los padres. La sensibilidad clinica de este estudio oscila
entre 70-95%, dependiendo de la mutacién presente y la sensibilidad analitica es del 99%.
Tiene como desventajas su costo, tiempo de resultado prolongado (30 a 80 dias
aproximadamente) *. La citometria de flujo ha sido incluida recientemente al arsenal de
herramientas diagnésticas de esta patologia, teniendo en cuenta que es una prueba de
“screening”, su sensibilidad y especificidad no son del 100% (especificidad y sensibilidad

cercanas al 90%) **, por lo tanto, un resultado normal no excluye el diagndstico ni
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precluye la realizacién de estudios genéticos si existe alta sospecha clinica®. Dicho
estudio estd basado en la deteccion de la expresion de perforina en todos los tipos de
células citotoxicas por marcacion intracelular, permitiendo la identificacion de pacientes
con mutacion del gen que codifica esta proteina. Sin embargo, el hecho de que algunas
mutaciones no resulten en una disminucién significativa de los niveles de la proteina y que
la enfermedad puede algunas veces ocurrir en pacientes heterocigotos, hace que la
sensibilidad de la citometria de flujo se vea menguada *°. Oliveira et al %, en un estudio
reciente ha encontrado que la expresion superficial de CD107a sobre células NK Y CTLS
es usada para medir la integridad de la via de citotoxicidad Los pacientes con defectos en
los genes de la via citotoxica, como UNC13D, STX11, STXBP2 y RAB27A, demuestran
disminucién de la expresion de CD107a. En el caso contrario, los pacientes con un
defecto de PRF-1, XLP, XIAP 6 LHH secundaria, generalmente muestran degranulacion
normal, proporcionando una herramienta diagnéstica rapida y til 2, dado que pueden
obtenerse resultados en aproximadamente 2 horas.

Por ultimo, es de anotar que se han realizado estudios que precisan la importancia de la
evaluacién genética en los casos en los cuales hay fuerte historia familiar de LHH, 6 en
los pacientes con historia personal 6 familiar de trastornos linfoproliferativos, linfomas,
infecciones complicadas por VEB. Si se sospecha y confirma el diagndstico genético, se
hace necesario realizar las pruebas a los padres y fundamentalmente a los hermanos,
tanto para definir su riesgo de evolucién a la enfermedad y para determinar su idoneidad
como potencial donante de médula 6sea para el nifio afectado. Ademas, un componente
esencial de todo este esfuerzo es proporcionar consejeria genética a la familia para los
futuros hijos %.

7.- PRONOSTICO Y TRATAMIENTO:

El prondstico de LHF sin tratamiento es pobre, con una media de supervivencia de 1 a 2
meses (la gran mayoria por hemorragias 6 enfermedades oportunistas) y menos del 10%
de probabilidad de que los pacientes sobrevivan por 3 afos. En el caso de LHH
secundaria, hay mayor variabilidad en la severidad y pronéstico comparado con las
formas primarias, aunque éste ultimo puede ensombrecerse en los pacientes con LHH
relacionada con malignidad y asociada a infeccion por VEB, con una mortalidad que oscila
entre 25-100% .

El propdsito del tratamiento es suprimir la exagerada respuesta inmune con el uso de
agentes inmunosupresores, teniendo en cuenta que uno de los aspectos importantes es

realizar el diagndstico lo més pronto posible para asi instaurar el tratamiento. El protocolo
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actual de tratamiento propuesto en la segunda reunion de la Sociedad del Histiocito en el
2004, conocido como LHH-04 ', recomienda un esquema de induccion de 8 semanas de
duracion, a base de corticoides (prednisolona), etoposido y ciclosporina A. Cada uno de
ellos con un efecto especifico. En el caso de los corticoides, su funcién radica en la
supresion de la hipercitocinemia; mientras que la ciclosporina A inhibe la activacion de los
linfocitos T y el etoposido bloquea la division y proliferacién celular. Al finalizar este
tratamiento, dependiendo de la respuesta obtenida, los pacientes con respuesta parcial
contindan con un esquema de mantenimiento con los mismos medicamentos pero con
dosis menores de etoposido hasta que se les realiza trasplante de células progenitoras
hematopoyéticas (“Stem cell transplant’-SCT). El tratamiento con trasplante de células
progenitoras mejora la supervivencia a 3 afios, de 0% a 50% en los casos familiares, con
reduccién de los regimenes de tratamiento y mejores resultados, que van incluso hasta la
curacion completa. En los casos de sindrome hemofagocitico asociado a infeccion,
malignidad 6 en el sindrome de activacibn macrofagica, estd indicado el tratamiento
concomitante de la patologia de base *.

[Il.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido a la baja incidencia reportada de LHH, a la alta tasa de mortalidad presentada en
los escenarios clinicos y a la dificultad diagndstica para distinguir los casos familiares de
los esporadicos, aunado a la escasez de series de casos de autopsias reportadas en la
literatura, se hace imprescindible su analisis histomorfolégico para ampliar el
conocimiento de su patofisiologia que permita avances en el abordaje diagnostico y
terapéutico oportuno.

IV- JUSTIFICACION

El analisis del material de autopsia permite la identificacion morfolégica de macréfagos
con hemofagocitosis en varias visceras, asi como la expresion del dafio tisular. Esto, en
conjunto con los datos clinicos y de laboratorio puede integrar el diagnéstico de sindrome
hemofagocitico. Por lo anterior los casos diagnosticados en estudios postmortem
permiten conocer la verdadera frecuencia de esta entidad en nuestro medio, su relacion
con otras enfermedades y la posible etiopatogenia, lo cual ampliaria el panorama
epidemioldgico, clinico y terapéutico.

V.- PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Cudles son las caracteristicas anatomoclinicas y etiopatogénicas de la linfohistiocitosis
hemofagocitica en nifios que fallecen con esta entidad?

VI.- OBJETIVO GENERAL:

14



-Describir las caracteristicas clinicopatolégicas de casos autopsiados con diagndstico
histopatoldgico de Linfohistiocitosis Hemofagocitica.

VIl OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1.-Clasificar los casos de acuerdo a su etiologia

2-Conocer la frecuencia relativa de acuerdo a la posible etiopatogenia

3-Describir las caracteristicas de los casos asociados a infeccion por virus de Epstein
Barr, detectados en los tejidos por inmunohistoquimica e hibridacion in situ

4-Comparar las alteraciones histopatolégicas en cada organo en funcién de la
etiopatogenia

5-Establecer las complicaciones, causas de muerte y enfermedades asociadas

VIII.- DISENO:

-Estudio retrolectivo, observacional, descriptivo de revision de casos de autopsias
pediatricas.

IX.- POBLACION DE ESTUDIO:

Autopsias de pacientes con diagnostico histopat6logico de LHH realizadas en el
Departamento de Patologia del Instituto Nacional de Pediatria de 1973 a 31 de diciembre
de 2015.

X.- CRITERIOS DE INCLUSION:

Casos con hemofagocitosis en dos 0 mas 6rganos y que cuenten con criterios clinicos y
de laboratorio de Sindrome Hemofagocitico.

Xl.- CRITERIOS DE EXCLUSION:

1.- Casos con informacion clinica o anatomopatolégica incompleta en mas de la mitad de
las variables de interés

2.- Tejidos inadecuados para valoracion histolégica

3.- Tejidos inadecuados para técnicas de inmunohistoquimica e hibridacion in situ.

Xll.- MATERIAL Y METODOS:

Del archivo de autopsias del Departamento de Patologia se obtuvieron los protocolos de
autopsia, las preparaciones histologicas y las fotografias anatdmicas.

Se revisaron los cortes histolégicos de todos los érganos.

Se realizaron estudios de inmunohistoquimica (CD20, CD3, CD4, CD8, CD56, CD68
PGM-1, S100 y LMP-1) e hibridacion en situ (EBER), para la deteccion de virus de
Epstein Barr a los 6rganos que muestren datos histomorfol6gicos de hemofagocitosis y

dafo tisular.
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En una base de datos se consignaron las variables clinicas, demogréaficas y
anatomopatol6gicas: edad al inicio del padecimiento y al momento del fallecimiento,
género, antecedentes personales y familiares, sintomas y signos al ingreso, examenes de
laboratorio (biometria hemética, pruebas de funcion hepética, aspirado y biopsia de
médula désea, quimica sanguinea), datos clinicos de respuesta inflamatoria sistémica,
enfermedades asociadas (infecciosas, neoplasicas, autoinmunes, etc), tratamientos
instaurados y causa de muerte.

Los datos se consignaron en una hoja de recoleccion de datos (anexos).

Xlll.- ASPECTOS BIOETICOS:

Se trata de un estudio retrospectivo utilizando muestras de érganos obtenidos del estudio
postmortem con autorizacion (autopsia), se analiz6 la informacién consignada en el
expediente clinico y del protocolo de autopsia guardando la privacidad de los sujetos
estudiados.

XIV.- RESULTADOS Y COMENTARIOS:

1.- FRECUENCIA: De un total de 7417 autopsias realizadas en el periodo de 1971 a 2015

se encontraron 49 casos que cumplen los criterios clinicos y de laboratorio establecidos

por la Sociedad del Histiocito 2004, para el diagndstico de SHF. La frecuencia de esta
entidad en el presente trabajo corresponde al 0.66% del total de las autopsias realizadas
en nuestro departamento (Tabla 2). Es de anotar que hubo una reduccion sustancial en el
namero de autopsias por décadas, pero con un incremento progresivo del nimero de
casos de sindrome hemofagocitico, hasta alcanzar una frecuencia relativa de 3.46% en
los afios de 2001 a 2015. El aumento de los casos de SHF en las ultimas décadas podria
deberse a un aumento real de esta enfermedad por un incremento de las causas
predisponentes como infeccion viral y neoplasia 6 a un aumento relativo tanto por
seleccién de la poblacién autopsiada como por incremento de la sospecha diagnéstica en
vida a partir de una mejor definicion clinica de esta patologia. En la Tabla 3 se aprecia
que el diagnéstico clinico de Sindrome Hemofagocitico se estableci6 con mayor
frecuencia en los ultimos 15 afios, lo que sugiere que en la actualidad se conocen mas las
caracteristicas de esta entidad y posiblemente haya también mas interés en conocer el
resultado postmortem.

2.- DISTRIBUCION POR EDAD, SEXO Y ANTECEDENTES FAMILIARES: El rango de

edad abarco toda la etapa pediatrica (1 mes a 17 afios), con una mediana de 2 afios 8

meses y una media de 4.8 afios. El grupo etario con mayor nimero de casos fue de 1 a 2

afios con 12 pacientes, siguiendo en frecuencia los grupos de 4 a 10 afos y los mayores
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de 10 afios con 10 casos, respectivamente. Se encontré que los nifios fueron mas
afectados con 30 casos, en comparacién con 19 casos en las nifias (Tabla 4). No
encontramos relacion alguna que pueda explicar en nuestro estudio la predileccién por el
sexo masculino. Podria plantearse la posibilidad de una alta frecuencia de formas
primarias ligadas al cromosoma X, pero para confirmarlo se hace imprescindible el estudio
del defecto genético. En 5 casos hubo antecedentes heredofamiliares para padecer la
enfermedad y de estos se documento consanguinidad en 3 pacientes, los cuales fueron 4
ninas y 1 nifio.

3.- CUADRO CLINICO: La manifestacion clinica mas frecuente fue la fiebre (98%),
reflejando la hipercitocinemia caracteristica de esta patologia. La hepatoesplenomegalia

siguié en frecuencia (96-98%), asi como las manifestaciones hemorragicas (42/49 casos),
afectando ampliamente sistemas y o6rganos, en forma de melenas, hematemesis,
epistaxis, hemorragia intracraneana, gingivorragia, petequias y hematuria. Otras
caracteristicas clinicas presentes fueron ictericia (35%); exantema macular, petequial y
papular (29%); manifestaciones neurolégicas (39%) como convulsiones, somnolencia,
alteracion del estado de conciencia, cefalea, signos meningeos, entre otras (Tabla 5).

4.- RESULTADOS DE LABORATORIO: Los hallazgos en la biometria hematica

mostraron que la anemia y la trombocitopenia estuvieron presentes en mas del 90% de

los pacientes, y sélo en un poco mas de la mitad de los casos hubo neutropenia (55%).
Vale la pena resaltar que la cuantificacién de la ferritina presentd niveles crecientes y
elevados (rango: 549 ug/L hasta 58.213 pg/L). Ademas este dato fue documentado en los
expedientes clinicos a partir del afio 2004, sélo reportada en 14 casos de nuestro estudio
y elevada en 12 de ellos (86%), esto debido muy probablemente a su introduccién
relativamente reciente como criterio diagndstico de SHF y ademas a que se realiz6 sélo
en algunos casos en los que existia la sospecha clinica de esta entidad; situacion similar
se observd con los niveles elevados de los triglicéridos y disminucién del fibrinégeno,
presentes en 17/24 y 17/25 pacientes, respectivamente. En nuestro estudio hubo
anormalidades de las bilirrubinas y transaminasas en 20 de 38 casos (Tabla 6).

5.- ETIOLOGIA: Fue determinada por el diagnéstico clinico confirmado de la enfermedad

de base de los pacientes y por la confirmaciéon de laboratorio en vida 6 postmortem de los
agentes infecciosos involucrados. Las formas primarias familiares se encontraron en 5
casos, con antecedentes heredofamiliares positivos diagnosticados por clinica, con un
patron autosdmico recesivo y 1 de estos con confirmacion de defecto de perforina, el cual

tenia 7 afios 10 meses al momento del inicio de la enfermedad. La forma secundaria mas
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frecuente fue la asociada a infeccién con 27 casos (55%) y de estos 21 fueron por
infeccion viral (Virus de Epstein Barr-14, CMV- 4, Parvovirus - 2, Herpes simple -1). El
virus de Epstein Barr (VEB) ademéas de ser el agente viral predominante en la forma
secundaria (20/49; 41%), también es la etiologia méas frecuente como desencadenante del
sindrome en los casos primarios. Hubo 4 casos en los que se documenté clinicamente un
cuadro séptico, pero sin confirmacion etioldgica infecciosa en vida ni postmortem. Siete
casos (14.2%), estuvieron asociados a inmunodeficiencia (S. de Griscelli, S. de Duncan,
ataxia telangiectasia, inmunodeficiencia combinada severa, S. de Chediak Higashiy S. del
linfocito desnudo). En el caso particular del paciente con Sindrome de Duncan se
establecié serolégicamente infeccion por virus de Epstein Barr y CMV. Los casos
relacionados con neoplasias fueron un total de 5 (leucemia mieloide aguda 2, linfoma de
Hodgkin 1, linfoma T pleomdérfico 1 y neuroblastoma 1). Se encontraron 3 pacientes
(6.1%) con SHF asociado a anemia aplasica, uno de estos con Sindrome de Turner como
enfermedad de base (Tabla 7). En 2 casos no pudo establecerse etiologia, por
informacién clinica incompleta y material histopatologico (bloques de parafina) no
disponible para estudio.

6.- HALLAZGOS ANATOMOPATOLOGICOS:

El 6rgano constantemente afectado con hemofagocitosis fue el ganglio linfatico (100%),

con grados variables de compromiso dado por deplecién linfoide en 24 de 49 casos
(49%), asi como marcada expansion de los senos medulares con abundantes histiocitos
con fagocitosis de eritrocitos y linfocitos (Figura 1). Le sigue en frecuencia la médula 6sea
43/49 casos (88%) (Figura 2-3), bazo 42/48 casos (88%) e higado con 33/49 casos
(Tabla 8). En menor proporcion hubo hemofagocitosis en amigdalas y pulmén con un
porcentaje de casos del 20% y 10%, respectivamente. Se realizé estudio histopatolégico
del bazo en 48 pacientes (1 paciente con esplenectomia) y mostré en gran parte de los
casos deplecion de la pulpa blanca (26/48 casos; 54%), necrosis isquémica (9/48 casos;
18.7%) (Figura 4), expansion de la pulpa roja (9/48 casos; 18.7%) y presencia de
histiocitos con hemofagocitosis en los sinusoides esplénicos. Los hallazgos en el higado
fueron variados, mostrando cuadros histopatolégicos de hepatitis portal activa con
infiltrado linfohistiocitario en espacios portales en 30 de 49 casos (61%), con datos de
esteatosis y colestasis intracelular y canalicular en 26/49 (53%) y 14/49 casos (28%)
(Figura 5), respectivamente; otros con necrosis hepatocelular en periportal y en puente en
6 de 49 casos (12%). La hiperplasia de las células de Kupffer con células hematolinfoides

en su interior, fue el dato mas constante (33/49 casos) (Figura 6). El timo fue evaluado en
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37 pacientes y presentd hemofagocitosis en 9 casos (24.3%), asociado otros hallazgos
relacionados con la enfermedad de base, como deplecion linfoide en 16 casos (43%)
(Figura 7), involucién aguda (9 casos; 24%), atrofia con calcificaciones en el 32% (12
casos) y 1 caso con displasia timica (3%) en un paciente con diagnéstico clinico de
inmunodeficiencia combinada severa. En los casos restantes (12 pacientes), no se
examin6 el o6rgano porque no fue encontrado en el estudio macroscépico y/o
microscopico. El Sistema Nervioso Central (SNC) se exploré en 48 casos (1 caso fue
autopsia con restriccion del SNC) y se encontré en 14 de ellos hemofagocitosis (29%), y
en 17 de 48 casos (35%) hubo infiltrado linfohistiocitario en leptomeninges (Figura 8-9).
Ademas se encontr6 en 5 de 48 casos (10%) extension a la corteza cerebral con infiltrado
linfohistiocitario perivascular (Figura 10). Otros hallazgos documentados fueron: gliosis
reactiva, dafio neuronal hipéxico y edema. Los anteriores hallazgos se encuentran
consignados en la Tabla 9. De forma esporadica se encontr6 hemofagocitosis en otros
6rganos como tubo digestivo, vesicula biliar, génadas, rifiones, vejiga y pancreas. El
analisis de los hallazgos encontrados en el estudio postmortem y su correlacién con la
etiologia (Tabla 10), revela que las formas secundarias con etiologia infecciosa (27
casos), en particular con virus de Epstein Barr y CMV, presentaron una frecuencia
elevada de los hallazgos anatomopatolégicos encontrados: hepatitis portal crénica 20
casos (74%), adenomegalias 20 casos (74%), deplecion linfoide 21 casos (62%),
hipoplasia medular 16 casos (59%), necrosis esplénica 7 casos (26%), meningitis
linfohistiocitaria en 7 casos (26%) y encefalitis linfohistiocitaria en 2 casos (7%). Ademas,
la alta frecuencia de estos hallazgos en el contexto clinico de un paciente con sindrome
hemofagocitico, podrian orientar hacia una probable etiologia infecciosa viral y refleja el
extenso dafio multiorganico provocado por estos agentes.

7.- ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO E HIBRIDACION IN SITU: En 20 casos se realizd
estudio inmunohistoquimica predominantemente en ganglio linfatico y médula 6sea con el
panel: CD20, CD3, CD4, CD8, CD56, CD68 PGM-1 y LMP-1, asi como hibridacion in situ

para virus de Epstein Barr (EBER), con el propésito de categorizar la poblacion linfoide y

su distribucion en los 6rganos con dafio tisular. El estudio de inmunohistoquimica revela
una proliferacion exagerada y difusa de histiocitos CD68 positivos (Figura 11. A-B), los
cuales son negativos para proteina S100. Ademas se observé una depoblacion de
linfocitos B (CD20 positivos) (Figura 11. C-D), excepto en el paciente con linfoma de
Hodgkin; hay escasos linfocitos T (CD3 positivos) residuales en el sistema fagocitico

mononuclear, con un predominio de la subpoblacion T CD8 positivos, sobre los linfocitos
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T CD4 (Figura 11. E-F). No hubo marcacion para CD56.La expresion de RNA (EBER) y
proteinas de latencia (LMP-1) para VEB, se encontr6 en 20 casos, con un patron de
marcacién nuclear para EBER y citopldsmico y/o membrana para LMP-1(Figura 11 G-H).
En dos de estos casos se presentd negatividad para EBER y positividad para LMP-1, lo
cual se explicaria muy probablemente por una degradacion del RNA viral.

8.- CORRELACION CLINICOPATOLOGICA: El diagnostico clinico de SHF se establecio
en 26 de 49 casos (53%). La falla diagndstica puede explicarse en algunos casos porque

no se encontr6 hemofagocitosis en el Aspirado de Médula Osea (AMO) en vida y por lo
tanto no se documentd el criterio principal del diagnéstico que es la presencia de
hemofagocitosis. En la Tabla 11 se muestra que la mayoria de los casos no
diagnosticados tienen una médula 6ésea negativa 0 no se practico el estudio; contrasta
esta situacion con lo encontrado en la autopsia en la cual se corroboré la hemofagocitosis
en médula ésea en 43 de 49 casos (88%), esta falta de correlacion se explica porque los
macrofagos son muy fragiles y suelen destruirse en las muestras por aspirado mientras
gue en los cortes histoldgicos estas células son facilmente identificadas.

9.- COMPLICACIONES Y CAUSAS DE MUERTE: El tiempo de evolucién oscil6 entre 3

dias y 7 aflos (mediana 2 meses). Los casos que tuvieron un curso mas acelerado (3

dias) estaban relacionados con etiologia bacteriana (neumonia y absceso cervical) y el
caso con larga evolucion se present6 en un paciente con S. de Chédiak-Higashi. Entre las
complicaciones padecidas por los pacientes, se encontr6 que estaban directamente
relacionadas con datos de choque (hipoxia e infartos multiviscerales, coagulacién
intravascular diseminada, dafio alveolar difuso), infecciones bacterianas y flingicas
secundarias, colitis neutropénica, pancreatitis, hemorragias intracraneales. Otras
enfermedades asociadas encontradas, tenemos apendicitis aguda, desnutricion
proteicocaldrica, dismadurez pulmonar y cerebral.

XV.- DISCUSION:

El sindrome hemofagocitico es una patologia relativamente frecuente y altamente mortal,
gue debe sospecharse en aquellos pacientes con cuadros febriles prolongados,
hepatoesplenomegalia y citopenias *°. Esta patologia esta clasificada en dos categorias:
una forma primaria 6 genética y otra forma secundaria 6 adquirida. La forma primaria
descrita en 1952 por Farquhar y Claireux *, se caracteriza por un inicio mas temprano
(menores de 6 afios) con un 70-80% de los casos en menores de 1 afio. El patron de
herencia puede ser autosémico recesivo ¢ ligado al cromosoma X. ®"® En este estudio

solamente 5 casos correspondieron a la forma primaria y solamente en uno de ellos se
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confirmé el defecto de perforina. El diagnédstico diferencial entre la forma primaria y la
adquirida solo es posible con el estudio molecular ya que la demostracion de un agente
infeccioso en la forma primaria no la excluye. En nuestra poblacion los casos primarios
fueron casos de aparicion tardia (1 afio — 7 afios), con un periodo de evolucion de la
enfermedad de 2 meses a 2 afios. En 4 de ellos se document6 la infeccion por EB
concomitante tal como se ha mencionado en la literatura. En un intento por detectar
alguna caracteristica diferencial en los hallazgos postmortem comparamos la patologia
asociada como se aprecia en la Tabla 10 y aunque son muy pocos casos para ser
concluyentes observamos una mayor predisposicion a tener manifestaciones en el
sistema nervioso central en los casos primarios. La forma genética no familiar asociada a
inmunodeficiencia es la que se presenta en aquellos pacientes con defectos en el
transporte de lisosomas (S. de Chediak-Higashi, Griscelli y Hermansky-Pudlak) **. En
nuestro estudio encontramos 5 casos con antecedentes heredofamiliares en un patron
autosémico recesivo por clinica y 3 casos con consanguinidad positiva, cuyas edades
oscilaron entre 1 y 8 afios. El paciente que presento el defecto en el gen de perforina era
un nifio de 7 afos, fenémeno atipico para las formas familiares, pero se han descrito en la
literatura casos de inicio mas tardio °. Los casos asociados a inmunodeficiencia fueron 7,
teniendo en cuenta que los pacientes con Sindrome de Duncan, ataxia telangiectasiay S.
del linfocito desnudo, presentan otro tipo de defecto que los predispone a padecer
infecciones. La forma secundaria 6 adquirida fue descrita por Risdall en 1979 *? se
desarrolla como una reaccién la mayoria de las veces en relaciébn con una infeccion
severa, neoplasias y enfermedades autoinmunes '**°>. Generalmente son nifios de mas de
3 afos, con infecciones virales (virus del grupo Herpes, especialmente Epstein-Barr (VEB)
y Citomegalovirus (CMV), virus de Varicela Zoster, Herpes Virus Humano 6-8, parvovirus,
virus de hepatitis B), aunque otros agentes infecciosos pueden estar involucrados
(bacterias, hongos 6 paréasitos) . No existe predilecciéon por sexo. Ost reporta mayor
namero de casos en el sexo femenino (16 nifias/11 nifios) *, se ha descrito también que
las formas asociadas a VEB tienden a ser mas frecuentes en nifias ?*, hallazgo contrario a
lo encontrado en nuestro trabajo, donde fueron afectados 30 nifios y 19 nifias, sin tener
hasta el momento datos concretos que puedan explicar este hecho. Las manifestaciones
clinicas caracteristicas son: fiebre, hepatoesplenomegalia, citopenias progresivas,
linfadenopatias, rash e ictericia®’. Adicionalmente en los pacientes de nuestro estudio,
los datos de sangrado como manifestacion de coagulopatia '3, y los sintomas

neuroldégicos ocuparon un lugar preponderante. Valores anormales en las pruebas de
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laboratorio incluyen anemia, trombocitopenia, neutropenia, elevacién de ferritina,
hipertrigliceridemia, hipofibrinogenemia, hiperbilirrubinemia y elevacion de transaminasas
>%911 | a Sociedad del Histiocito ’, plantea que la elevacion en las bilirrubinas y
transaminasas son un reflejo directo del compromiso hepético y pueden apoyar el
diagndstico, asi como los niveles demasiado elevados y/o crecientes de ferritina son una
herramienta Gtil y altamente sugerente de SHF (sensibilidad 90% y especificidad 96%) *°.
Los agentes etioldgicos més frecuentes son las infecciones virales, en particular el virus
de Epstein Barr '/, tanto en las formas secundarias 6 como agente desencadenante en las
formas familiares ?*. Otros agentes encontrados frecuentemente son CMV, Parvovirus,
Virus de Herpes simple, leptospira, bacterias y en ocasiones no es posible el aislamiento

12 Con cierta frecuencia el Sindrome

del microorganismo en vida ni postmortem
Hemofagocitico es la primera manifestacién de algin sindrome de inmunodeficiencia en
particular aquellos con mutaciones en genes que codifican proteinas de transporte

lisosomal %

, tal como se presentd en los pacientes de nuestra revisién, en quienes el
diagndstico de su enfermedad de base fue realizado de forma concurrente con el SHF.
Dentro de la categoria de las neoplasias, las de origen hematolinfoide (leucemias, linfoma
Hodgkin y no Hodgkin) son las mas prevalentes y en menor proporcién otras neoplasias
no hematolinfoides como neuroblastomas, tumores germinales, rabdomiosarcomas **. Los
trastornos hematol6gicos no neoplasicos como la anemia aplasica, son entidades con
relativa frecuencia (3 casos).

El diagnostico oportuno de esta entidad es un reto, debido a que requiere la integracion
de al menos 5 de los criterios clinicos y de laboratorio establecidos (Tabla 1), los cuales
no son especificos en el contexto de un paciente criticamente enfermo, en muchas

1726 6 no es posible su

ocasiones no estan presentes al inicio del padecimiento
documentacién, como sucede con la demostracion de hemofagocitosis en el aspirado 6
biopsia de médula 6sea, ya sea porgue no se realiza el estudio o porque los histiocitos
fagocitando no estan presentes. Por lo anterior, en los casos con médula 6sea negativa
para hemofagocitosis, puede recurrirse al estudio histopatol6gico 6 aspiraciéon con aguja
fina de ganglio linfatico de facil acceso ¢ biopsia hepatica percutanea, debido a que son
organos con alta frecuencia de hallazgo de hemofagocitosis. El bazo también es otro

organo frecuentemente afectado, incluso en etapas iniciales de la enfermedad, pero su

1,32 22

andlisis en vida implica mayores riesgos™“. Favara en su revisidbn “°, sugiere que en
manos experimentadas el aspirado del bazo es un procedimiento seguro y provee un

material util para el diagnostico temprano. La citometria de flujo es una herramienta Uutil,
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rapida y efectiva para el “screening” de defectos en las perforinas en aquellos pacientes

con alta sospecha clinica®**

, pero en muchas instituciones, no se ha implementado esta
prueba y por ende no es utilizada rutinariamente. En el caso de nuestro instituto, el
analisis por citometria de flujo es enviado a laboratorios especializados, con retrasos en
los resultados y costos elevados, por esto solo fue realizada solo a 2 pacientes de nuestra
casuistica.

Los hallazgos en el estudio postmortem varian considerablemente de acuerdo al curso
clinico del paciente, tratamiento y complicaciones, ademéas de la prontitud para la
realizacion de la autopsia, con el fin de minimizar los cambios por autélisis. En el pasado,
aquellos pacientes que fallecian sin diagnostico y por tanto el tratamiento sélo era de
soporte, muestran cuadros floridos y difusos de infiltracién linfohistiocitaria vy
hemofagocitosis multivisceral®. El tratamiento con esteroides y/o drogas citostaticas
puede atenuar 6 eliminar los hallazgos tipicos, contrapunteando con los cambios tisulares
presentados en aquellos pacientes que han recibido transfusiones de hemoderivados
(eritrofagocitosis y hemosiderosis). Dentro de los datos histopatolégicos principales se
encontr6 deplecion linfoide en ganglio linfatico, bazo y timo con hemofagocitosis en
grados variables, aln en aquellos casos sin antecedente de tratamiento con
inmunosupresores, reflejando la patogénesis de esta entidad. Otro hallazgo en una
proporcion importante de pacientes (61.2%) fue el cuadro histolégico de hepatitis portal
activa, caracterizado por infiltrado linfohistiocitario en tractos portales con expansion
linfocitaria al lobulillo hepatico, asociado a hiperplasia de células de Kupffer con
hemofagocitosis activa, esteatosis de macro y microvesicular, colestasis intracelular y

canalicular*?226

y en menor grado necrosis hepatocelular periportal y en puente. Se
documentdé ademas, hemofagocitosis en amigdalas, pulmén y en otros érganos (tubo
digestivo, vesicula biliar, génadas, rifiones, vejiga y pancreas)>®*. El compromiso del
SNC es frecuente (20%) y debe incluirse en el estudio postmortem para una adecuada
interpretacion de los hallazgos, debido a que no son patognoménicos y deben ser
analizados en el contexto clinico. La presencia de hemofagocitosis en cerebro y cerebelo
es variable, siendo mas acentuada conforme avanza la enfermedad y se observa con mas
frecuencia en leptomeninges. Puede presentarse infiltrado predominantemente
histiocitario en leptomeninges pero en ocasiones hay predominio linfocitario con extension
al parénquima y distribucion perivascular con necrosis tisular 2.

Los casos relacionados con infecciones virales (Epstein Barr y CMV), presentaron dafio

multiorganico de forma mas frecuente y severa que los casos con otras etiologias y/o
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infecciones relacionadas, atribuido a la patogenicidad de estos virus y a su pobre
respuesta a los agentes antivirales®*’.

El andlisis inmunohistoquimico revelé en los casos con lesiones tipicas, un dominio de
linfocitos T con representacion de las poblaciones CD4 y CD8, con predominio de la
subpoblacion CD8. La poblacion de linfocitos B (CD20 positivos) puede ser normal,
disminuida o incluso ausente. Las células NK muestran ausencia de expresion con la
tincion de inmunoperoxidasa - CD56. Los histiocitos son morfolégicamente benignos con
positividad para CD68 y negatividad para proteina S100 *??. Encontramos alta frecuencia
de expresion de EBER y LMP-1, lo que confirma que muchos de estos pacientes
presentan genoma viral integrado y por lo tanto predisposicion a padecer procesos
monoclonales relacionados con VEB 821718,

El prondstico del SHF sin tratamiento es pobre, con una alta tasa de mortalidad (25-100%)

aln con tratamiento'*2°26

, presentando complicaciones por hemorragias 6 enfermedades
oportunistas®.

XVI. CONCLUSIONES:

1.- El SHF existe en nuestro medio con una frecuencia mayor de la registrada y al parecer
se ha incrementado en los ultimos afios.

2.- El SHF esta subdiagnosticado y la causa mas frecuente del subdiagnéstico es la
negatividad de hemofagocitosis en la medula dsea en vida.

3.- Los hallazgos histopatolégicos revelan que el érgano que consistentemente muestra
hemofagocitosis es el tejido linfoide ganglionar, por lo que una de las aportaciones del
presente estudio es la recomendacion de realizar estudio de biopsia de ganglio linfatico en
casos con sospecha clinica del sindrome y médula 6sea negativa.

4.- La distribucién por grupos etarios y el cuadro clinico en este estudio es similar a lo
relatado en la literatura. Es importante sefalar que la mayoria de nuestros casos no
contaban con los exadmenes de laboratorio requeridos como criterios para establecer el
diagndstico en vida. Esta situacion se ha ido modificando con el tiempo ya que hay mas
conocimiento de esta enfermedad y es de esperar que en el futuro se cuente ademas con
la documentacion molecular del defecto molecular indispensable para un adecuado
consejo genético.

5.- Comprobamos, como ya se ha sefialado en la literatura, que el agente causal mas
frecuente es el virus de Epstein Barr.

6.- La infeccion por virus de Epstein Barr también se presentd en los casos primarios, por

lo que no debe ser criterio diferencial entre formas primarias y secundarias.
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7.- Encontramos una tendencia mayor a presentar dafio en SNC en las formas primarias,
sin embargo se necesita una casuistica mayor para ser concluyente.
8.- Se encontr6 una proliferacion anormal de linfocitos T con predomino de linfocitos

citotoxicos en el sistema linfoide.
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XVIl. ANEXOS
ANEXO 1. HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

ANALISIS DESCRIPTIVO DE LAS CARACTERISTICAS CLINICOPATOLOGICAS DE
LA LINFOHISTIOCITOSIS HEMOFAGOCITICA EN NINOS. (UN ESTUDIO DE
AUTOPSIAS EN POBLACION MEXICANA)

AUTOPSIA No.

ANTECEDENTES PERSONALES

NOMBRE:

1. SEXO: Masculino__ Femenino

2. EDAD: 3. Procedencia:

4. TIEMPO DE EVOLUCION:

5. EDAD DEL PADRE: EDAD DE LA MADRE:

6. CONSANGUINIDAD: SI NO TIPO

7. AHF:

8. FIEBRE: SI NO DESCONOCE____
CUANTIFICADA: SI NO CIFRA:
TIEMPO:>7dias_ <7dias___

9.RASH:SI._ NO_____ TIPO

10. MANIFESTACIONES NEUROLOGICAS: SI NO

TIPO

11. HEPATOMEGALIA: S| NO_____

12. ESPLENOMEGALIA: SI NO

13. DATOS DE SANGRADO: SI___ TIPO: NO

14. MANIFESTACIONES HEMODINAMICAS: S| NO

Fecha de inicio

Palidez Taquicardia  Disnea Astenia Adinamia  Cianosis Otros
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15. DIAGNOSTICO CLINICO DE INGRESO:

16. DIAGNOSTICO CLINICO DE EGRESO:

17. TRATAMIENTO ESPECIFICO:

Esteroides  Dosis: Duracion:

Etopésido Dosis: Duracion:
Ciclosporina Dosis: Duracion:
Transfusiones Tipo: No. Fecha de ultima
TCH: SI NO Fecha

PRUEBAS DE LABORATORIO

1. ANEMIA (<9g/dl) SI___ VALOR NO

2. TROMBOCITOPENIA (<100.000/mm3® Sl VALOR NO

3. NEUTROPENIA (<100/mm® SI___ VALOR NO

4. HIPERTRIGLICERIDEMIA (2265 mg/dl) S| VALOR NO

5. HIPOFIBRINOGENEMIA (€1.5g/L) SI____ VALOR NO

6. FERRITINA (=500 ug/l) SI___ VALOR NO

7. ASPIRADO DE MEDULA OSEA sl NO
RESULTADO

HISTOPATOLOGIA

1. HEMOFAGOCITOSIS: SI. NO___
Organos:

2. ERITROFAGOCITOSIS: Si NO
Organos:

3. EXPRESION DE LMP-1: Sl NO

4. EXPRESION DE EBER: Sl NO

5. CD20, CD3, CD4, CD8, CD56, CD68, LMP-1, EBER:
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6. DEPLECION LINFOIDE: Sl NO

Organos:

7. HIPOPLASIA — APLASIA MEDULAR:  SI NO

8. HEPATITIS CRONICA PERSISTENTE-LIKE: Sl

AUTOPSIA

1. ENFERMEDAD DE BASE:

2. INFECCION: SI NO Etiologia

3. CULTIVO POSTMORTEM:

4. CULTIVO EN VIDA:

5. NEOPLASIA: SI NO Cual

6. INMUNODEFICIENCIA: SI NO Cual

7. COAGULACION INTRAVASCULAR: SI NO

8. PESO DE HIGADO: VS

9. PESO DEL BAZO: VS

10. ADENOMEGALIAS:SI__ NO____ Localizacién

11. CAUSA DE MUERTE:




ANEXO 2. TABLAS

Tabla 1. Criterios diagndsticos de SHF segun la Sociedad del Histiocito 2004

1.- Diagndstico molecular consistente con LHH
2.- Criterios diagnosticos (5 de 8):
A. Criterio diagndstico inicial (evaluar en todos los pacientes con LHH)
-Fiebre
-Esplenomegalia
-Citopenias (afectando > 2 de 3 linajes en sangre periférica):
Hemoglobina <90 g/L (en nifios < 4 semanas: hemoglobina < 100
g/L)
Plaquetas < 100 x 10°/L
Neutréfilos < 1.0 x 10%/L
-Hipertrigliceridemia y/o hipofibronogenemia
Triglicéridos = 3.0 mmol/L
Fibrindgeno < 1.5 g/L
-Hemofagocitosis en médula 6sea, bazo 6 ganglios linfaticos
-No evidencia de malignidad
B. Criterios diagndsticos nuevos:

-Actividad minima 6 ausente de CN (valores de acuerdo al laboratorio
de referencia)

-Ferritina > 500 pg/L
-CD25 soluble > 2.400 U/ml

Comentarios: 1. Es de anotar que si no se demuestra actividad hemofagocitica al momento de
presentacion de los sintomas y signos, debe buscarse posteriormente. Si la médula 6sea no es
conclusiva, puede obtenerse material de otros drganos. Aspirados seriados de médula ésea
pueden aportar informacién. 2. El hallazgo de pleocitosis de linfocitos, incremento de proteinas en
liquido cefaloraquideo 6 cuadro histolégico de hepatitis crénica persistente (HCP), pueden orientar
el diagnéstico. 3. Otros hallazgos clinicos y de laboratorio que sugieren LHH son: sintomas
cerebromeningeos, adenomegalias, ictericia, edema y rash cutaneo, anormalidades en pruebas de

funcién hepatica, hipoproteinemia, hiponatremia, VLDLT, HDLU.
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Tabla 2. Distribucion y frecuencia de autopsias por décadas con diagndéstico

clinico de SHF

TOTAL DE

AUTOPSIAS
1971-1980 3248 2 0.06
1981-1990 2279 8 0.35
1991-2000 1081 11 1.01
2001-2015 809 28 3.46
TOTAL 7417 49 0.66

SFH:Sindrome Hemofagocitico

Tabla 3. Frecuenciay distribucién del SHF por décadas

SHF DIAGNOSTICO
CLINICO
1971-1980 2 1 50
1981-1990 8 3 37.5
1991-2000 11 4 36.3
2001-2015 28 18 64.2
TOTAL 49 26 53
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Tabla 4. Distribucién de los casos de SHF por edad y género

<6 meses 6 1 5
>6 — 12 meses 4 0 4
>1 -2 afios 12 6 6
>2 — 4 afios 7 3 4
>4 — 10 afos 10 4 6
> 10 afos 10 5 5
TOTAL 49 19 30

Tabla 5. Frecuencia de manifestaciones clinicas

MANIFESTACION CASOS %
Fiebre 48/49 98
Esplenomegalia 47/49 96
Hepatomegalia 48/49 98
Datos de sangrado 42/49 86
Ictericia 17/49 35
Manifestaciones neurologicas 19/49 39
Exantema 14/49 29




Tabla 6. Frecuencia de criterios de laboratorio para el diagndstico de SHF

CRITERIO DE LABORATORIO CASOS %

90
Trombocitopenia 46/48 | 96
Neutropenia 27149 | 55
Hipertrigliceridemia 17/24 | 71
Hipofibrinogenemia 17/25 | 68
Hiperferritinemia 12/14 | 86
Hemofagocitosis en AMO 22/36 | 61
Defecto de perforina 1/2 50
Hiperbilirrubinemia 20/38 | 53

Tabla 7. Clasificacién Etiopatogénica del SHF

SINDROME HEMOFAGOCITICO No. CASOS %

NO CLASIFICADOS 3 6.1

PRIMARIO (FAMILIAR) * 5 10.2

SECUNDARIO asociado ainfeccion 27 55
Virus de Epstein Barr (VEB) 14

Citomegalovirus (CMV)

Parvovirus

Herpes simple

Leptospira

Bacteriana (cocos Gram +)

N N I BN S

No determinado




SECUNDARIO asociado a Neoplasia

10.2

Leucemia

Linfoma

Neuroblastoma

[ —

SECUNDARIO asociado a Inmunodeficiencia

7 14.2

S. de Griscelli

S. de Duncan**

Ataxia telangiectasia

Inmunodeficiencia combinada severa***

S. de Chediak Higashi

S. del linfocito desnudo

N e ) ] BN

SECUNDARIO atrastorno hematologico

Anemia aplasica

TOTAL

49

100

* Tres asociados a VEB, otro con mielodisplasiay leucemia mieloide

** Asociado a VEB y CMV
*** Asociado ainfeccién por virus BK

Tabla 8. Frecuencia de 6rganos con hemofagocitosis

ORGANO CASOS | %

Ganglios linfaticos 49/49 100
Médula 6sea 43/49 88
Bazo 42/48 88
Higado 33/49 67
Sistema Nervioso Central 14/48 29
Timo 7137 19
Amigdalas 5/25 20
Pulmon 5/49 10
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Tabla 9. Frecuencia de hallazgos anatomopatoldgicos

Hallazgo

Anatomopatoldgico

%

Hepatitis cronica 30/49 |61
Esteatosis macro y microvesicular 26/49 |53
Colestasis intracelular e intracanalicular 14/49 | 28
Necrosis hepética 6/49 12
Aplasia/hipoplasia medular 24/49 | 49
Deplecion linfoide timo 16/37 |43
Adenomegalias 31/49 |63
Deplecion linfoide ganglio linfatico 24/49 | 49
Deplecion linfoide bazo 26/48 | 54
Necrosis esplénica 9/48 18
Expansién pulpa roja 9/48 18
Meningitis linfohistiocitaria 17/48 | 35
Encefalitis linfohistocitaria 5/48 10
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Tabla 10. Hallazgos anatomopatol6gicos en relacion con la etiologia

Hallazgo Infecciosa Neoplasica | Inmunodef. Hematoldgica | Primaria
anatomopatolégico
Hepatitis crénica 201 74% | 1| 20% | 5| 71% 0 0 4 | 80%
Deplecién linfoide 21 | 78% | 2 | 40% | 5| 71% 2 67% |4 | 80%
Aplasia/hipoplasia 16 | 59% | 1 | 20% | 3 | 43% 2 67% | 2| 40%
medular
Adenomegalias 20 | 74% | 3 | 60% | 3 | 43% 0 0 5| 100%
Necrosis esplénica 7 126% | 0 0 2| 29 | O 0 0| 0%
Expansion pulparoja | 3 | 11% | O 0 1| 14% 0 0 4| 80%
Meningitis 7 126% | 1| 20% | 4 | 57% 2 67% |2 |40%
linfohistiocitaria
Encefalitis 2 | 7% | 1| 20% | O 0 0 0 1| 20%
linfohistiocitaria
TOTAL 27 casos | 5casos 7 casos 3 casos 5 casos

Tabla 11. Frecuencia de hemofagocitosis en Aspirado de Médula Osea en

vida
Aspirado de Médula TOTAL Diagndstico Diagnostico
Osea clinico clinico

Sl NO
Hemofagocitosis Sl 22 22 0
Hemofagocitosis NO 14 3 11
No practicado 13 1 12
TOTAL 49 26 23
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ANEXO 3. FOTOGRAFIAS

Figura 1. Microfotografia (4x) de ganglio linfatico con acentuada expansion de los senos medulares,
deplecién de los foliculos linfoides corticales y congestion vascular.

Figura 2. Microfotografia (4x) de médula 6sea aparentemente normocelular, con proliferacion difusa de
células grandes, citoplasma vacuolado de aspecto histiocitico.
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Figura 3. Microfotografia (100x) A y B, de médula 6sea con histiocitos hemofagocitando
eritrocitos, linfocitos y restos celulares (flechas).

Figura 4. Microfotografia (4x) A, Parénquima esplénico con deplecién de la pulpa blanca. B.
Bazo con extensa necrosis coagulativa.
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Figura 5. Microfotografia (10x). Se observa tejido hepatico con denso infiltrado inflamatorio
linfohistiocitario en espacios porta, dilatacion sinusoidal y esteatosis microvesicular.

Figura 6. Microfotografia (40x). Espacio porta con infiltrado linfohistiocitario con
hemofagocitosis (flecha roja) e hiperplasia de células de Kupffer (flecha negra)
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Figura 7. Microfotografia (4x). Tejido timico con deplecion linfoide, fibrosis y escasos
corpusculos de Hassall con centro necrético (flecha).

Figura 8. Microfotografia (4x) de corteza cerebral con denso infiltrado linfohistiocitario en
leptomeninges.
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Figura 9. Microfotografia (40x). Se observan numerosos histiocitos con hemofagocitosis
(flecha) entremezclados con infiltrado de linfocitos maduros.

Figura 10. Microfotografia (40x). Parénquima cerebral con denso infiltrado linfohistiocitario
perivascular y degeneracién del neurdpilo.
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