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Introduccidn

La transformacién de una célula linfoide normal en una célula
neopldsica viene condicionada por la aparicién de determinadas
alteraciones citogendticas especificas, sin que sea posible su
eliminacién por parte del organismo, y cuyos distintos mecanismos
moleculares condicionan una gran heterogeneidad clinica y
biolégica.

Cada una de estas alteraciones genéticas se suele asociar a
un tipo de sfndrome linfoproliferative e implica un mecanismo
molecular como ka activacion de determinados protooncogenes y
genes supresores que actdan a nivel del ciclo celular favoreciendo
la proliferacicn 6 bien bloqueando la muerte celular programada:
apoptosis. Asi, las translocaciones presentes en los linfomas suelen
afectar al gen de las cadenas pesadas 6 ligeras de las
inmunoglobulinas que es estd yuxtapuesio a otro gen.
generalmente encargado de la produccién de una proteina,
desregulacion de este gen y finalmente sobreexpresién de la
proteina producto del mismo. Un segundo tipo de translocacién
origina [a fusién de dos genes, dando lugar a un ARN y a una
proteina quimérica con capacidad de transformacién neopldsica.
El tercer mecanismo citogenético es la aparicién de deleciones
cromosémicas, que implica la pérdida de genes supresores
tumorales 6 con funcién reguladora sobre otros genes, como son
el p53 del plé.

El mayor conocimiento adquirido en los tltimos afios, tanto
del sistema inmune como de la cinética del ciclo celular, y el
desarrollo de métodos inmunopatolégicos, nos han permitido una
mds precisa identificacion y clasificacién de los procesos linfoides.
La aplicabilidad e interpretacion de las técnicas de genética mo-
lecular: FISH, SKY y CGH, tema de esta revision, asi como los
métodos de biologia molecular: PCR convencional, PCR
transcriptasa reversa, PCR en tiempo real, Southem Blot.
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TECNICAS DE ESTUDIO GENETICOAPLICADAS A LOS
LINFOMAS

Citogenética convencional

Aungue €s una técnica laboriosa y rutinaria que requiere per-
sonal experimentado, e andlisis citogenético mediante técnicas
de bandeado mantiene su vigencia en oncohematologfa desde su
introduccidn en 1970; consiste en el estudio de los cromosomas
presentes en la metafase de la célula neoplésica, obtenidos tras el
cultivo de células de médula dsea, sangre periférica, ganglio
linfatico, liquido pleural, peritoneal, 6 piel con infiltracién tu-
moral. Esta técnica permite detectar alteraciones cromosémicas
en el 80% de los LNH. Los problemas que podemos encontrar
son aquellos procesos con un bajo indice mitético, p.e. LL.C, para
lo cual puede ser de aplicabilidad la asociacién de mitdgenos que
facilitardn la obtencién de metafases. Es bastante comiin el
hallazgo de caniotipos complejos, es decir, miiltiples alteraciones
asociadas a la alteracién primaria, en cuyo caso la
complementariedad con técnicas adicionales y de biologia mo-
lecular serdn de gran utilidad.
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En la Fig.1 Observamos la distribucién convencional de los
cromosomas en siete grupos, segin el tamafio de los cromosomas y la
ubicacién del centromero. Se detecta una translecacién entre los
cromosomas 9 y 22 t(9;22) caracteristica de la LMC.
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Fluorescencia con hibridacién in situ (FISH)

Es una técnica basada en la hibridacion de una sonda de ADN
marcada con una sustancia fluorescente sobre su secuencia
complementaria del genoma celular presente en el ADN nuclear
de células en interfase 6 metafase sobre una extensién en un
portaobjetos, y su posterior captacién y anilisis mediante una
cdmara adaptada al microscopio de fluorescencia, a través de un
sistema de digitalizacién Gptica. Existen diferentes clases de
sondas, cada una con una diferente aplicacién: sondas locus-
especificas que hibridan regiones particulares de un cromosoma;
sondas centroméricas generadas de secuencias encontradas en
los centrémeros del cromosoma, especialmente itiles para la
deteccidn de monosomias, trisomfas y otras ancuploidias. Por
iiltimo, las sondas que “pintan” el cromosoma entero, itiles para
caracterizar bisicamente cromosomas “marker” (cromosomas
reordenados de origen desconocido).

FUNDAMENTO DEL FISH

La mayor ventaja de esta técnica es que permite el andlisis, tanto
en interfase como en metafase, de las alteraciones previamente
conocidas que determinan el diagndstico de una determinada
patologia, y adicionalmente permite realizar su seguimiento y
control de Enfermedad Minima Residual. Es una técnica rdpida y
que permite el anélisis de una gran cantidad de células en un corto
perfodo de tiempo, con alta sensibilidad y especificidad. Las
limitaciones radican principalmente en que se encuentra
restringida a aquellas anomalias que pueden ser detectadas con
las sondas actualmente disponibles, requiere un microscopio de
fluorescencia y un sistema de andlisis de imédgenes relativamente
COS10S0.

Fig. 2A Representacion esquemdtica de las sondas y su respectiva seiial
de hibridacién. en los correspondientes locus cromésomicos normales,
como el producto de fusién en el cromosoma Filadelfia representando
la t(9:22)
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Fig. 2B Un nicleo celular con una seiial normal doble (verde)
correspondiente a los brazos cortos del cromosoma 2 y otra (rojo)
correpondientes al cromosoma 22, y una seiial de fusién, amarilla,
mezcla del rojo ¥ verde correspondiente a la translocacién 9322

Hibridacién genémica comparada (CGH)

Es una técnica que combina el FISH y la citogenética
convencional para detectar amplificaciones 6 deleciones
cromosomicas. A diferencia de la citogenética estandar, no requiere
de cultivo celular, Compara el genoma de la célula tumoral con €l
de una célula normal, permitiendo detectar amplificaciones/
ganancias y deleciones/pérdidas de regiones cromosémicas dentro
del genoma tumoral coemparando la intensidad de la seiial de
hibridacién. Comprende la hibridacién simultinea del test
gendmico patolégico y el ADN de referencia a la metafase del
cromosoma diana normal, cada uno marcado con un fleorocromo
diferente. Comparando 1a relativa intensidad de los dos
fluerocromos a lo largo de la longitud de cada cromosoma diana
podremos detectar variaciones en el nimero de copias de ADN
entre el test ¥ los genomas de referencias. Debido a que la CGH
puede medir solo diferencias en el nimero de copias, aquellos
reordenamientos no asociados con pérdidas 6 ganancias de ma-
terial genético (translocaciones balanceadas) no son detectables.

A pesar de esto dltimo, la CGH ha contribuido mucho en el
conocimiento de alteraciones genémicas en leucemias y linfomas,
definiendo imbalances gendmicos previamente no conocidos que
han pertitido la identificacién de un niimero de genes que tienen
un papel fundamental en la biologia de su respectivo tipo tumoral.
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Fig 3A Un ejemplo de andlisis por CGH. Por FISH se detecta una
trisomia 21. Observamos el correspondiente perfil de ratio de
fluorescencia a lo largo del ideograma del cromosoma 21 (n= niimero
de cromosomas analizados). Las regiones color verde representan
ganancias genémicas.
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Fig. 3B Otro ejemplo de un analisis de CGH de los 23 cromosomas.

Hibridacién in situ multicelor espectral (SKY)

Esta técnica comprende el marcaje simultdneo de todos los
cromosomas, cada uno con una diferente v tinica combinacién de
colores fluorescentes que se obtiene a partir de cinco colores
primarios; el sistema espectral entonces mide todo [a gama de luz
visible emitido por la muestra a fin de adquirir una imagen
espectral de los cromosomas. Finalmente el software analiza el
resultado de la imagen espectral y emite una imagen donde
obtenemos una metafase y un cariotipo cuyo cada par de
cromosomas aparece con un distinto y especifico color. Esto nos
permite identificar facilmente el crigen de material cromosémico
adicional, las translocaciones y componentes de cromosomas
“marker” puesto que los cromosomas anormales aparecerdn
multicoloreados. Sus limitaciones son el elevado costo del equipo
de anilisis, y el requerimiento de células en metafase.

SKY
PATRON NORMAL

Fig. 4 A Se observa una metafase aparentemente normal,
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Fig. 4 B y C El tratamiento digitilico luego de la incubacién con las
sondas eromosdmicas y 1a respectiva adquisicion espectral.
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Fig.4 D Se observa la adquisicién de un color diferente para cada
uno de los 23 pares de cromosomas, donde se detecta nna translocacion
entre los cromosomas 12 y 14

PRINCIPALES ALTERACIONES ASOCIADAS A
PROCESOS LINFOPROLIFERATIVOS DETECTADAS
POR CITOGENETICA MOLECULAR

Linfoma de Burkitt y la t(8;14)(q24;q11): gen ¢-MYC
Esta translocacién se detecta en aproximadamente en el 85%
de los LNH tipo Burkitt, y que a nivel molecular se caracteriza
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por la fusién del oncogeén c-MYC ubicado en el brazo largo, banda
24, del cromosoma 8 (8q24), con el gen de las cadenas pesadas
de las inmunoglobulinas IgH, localizado en 14q32. Existen dos
variantes de esta entidad, t(8;22)(q24qi1) y t(2:8)(pl11;q924) en
cuyo caso la fusién del oncogén ¢-MYC es con los genes
reguladores de las cadenas ligeras kappa y lambda
respectivamente, y que se detectan aproximadamente en el 15%
de los casos. El producto de este gen es un poderoso estimulo en
el mecanismo de la proliferacién celular asi como en el mecanismo
de la apoptosis, y como resultado de estas translocaciones la
infiluencia de las secuencias reguladoras de los genes de las
inmunoglobulinas origina una sobreexpresién del c-MYC que
provoca una proliferacién descontrolada de las células tumorales.

La correcta identificacién de esta translocacién, bien a nivel
cromosOomico convencional ¢ molecular es indispensable en el
diagnéstico del Linfoma de Burkitt, dada la agresividad pero asu
vez alta probabilidad de respuesta a los protocolos terapéuticos
actuales. La citogenética convencional detecta ficilmente esta
translocacion, dado el alto indice mitético de esta neoplasia,
existiendo comercialmente sondas FISH para cada una de las
translocaciones, permitiendo un diagndstico con certeza en un
plazo de 8 a 24 horas.

Linfoma folicular y 1a t(14;18): gen BCL2

La t(14;18)(q32:;q921) se detecta hasta en el 90% de los
linfomas foliculares, e inclusive en el 20 a 30% de los linfomas B
difusos de cé€lulas grandes, probablemente siendo esta dltima
entidad de origen en la célula del centro folicular. En esta
transiocacion el gen bel-2 es yuxtapuesto al gen IgH, quedando
bajo la influencia del gen de la cadena pesada de la
inmunoglobulina, lo que origina la desregulacién del bel-2, cuyo
producto la protefna u oncogén bel-2, que originalmente actda
inhibiendo la apoptosis, desencadena una supervivencia anémala
de las células linfomatosas.

El analisis por citogenética convencional es iitil cuando existe
una evidente infiltracién de médula é6sea, asi como en el estudio
ganglionar. Se dispone de sondas FISH para bcl-2 6 1gH, ttiles
tanto en el diagndstico como seguimiento clinico por su
aplicabilidad en metafases como nicleos en interfase.

Linfoma del manto y la t(11;14): gen BCL1

En aigunas series, lat(11;14)(ql3:932)se ha identificado hastaen
el 95% de casos de Linfoma del manto, asi como en otras
neoplasias linfoproliferativas como la LLC prolinfocitica,
mieloma, y LLC-B . En esta translocacion, el gen bcl-1 (también
llamado PRADI, ciclina D1} ubicado en el locus 11q13 se
yuxtapone al gen de la cadena pesada de las inmunoglobulinas
originando la desregulacién de la proteina ciclina D1. Esta proteina
actiia como “checkpoint’ en la transicién de la fase G, a la fase 5
del ciclo celular, ¥ cuya sobreexpresién altera la regulacidn del
ciclo celular.

Esta entidad es reconocida como tal a partir de las nuevas
clasificaciones REAL, OMS, ya que anteriormente se
interpretaban como linfomas de origen folicular y crecimiento
difuso, formas atipicas de LLC, é linfomas linfobldsticos del
adulto, 1o que ha permitido un abordaje terapéutice y evaluacién
pronostica mas especifica. Constituyen un 7-10% de todos los
LNH, afectando sobretode a individuos adultos de entre 55-60
afios de media, y se diagnostican en estadios avanzados (I1l, 1V},

probablemente por la gran tendencia a la afectacién
extraganglionar.

Linfoma difuso de células grandes de estirpe B: gen BCL6

Las translocaciones de la banda 3g27, donde se localiza el
locus del gen bel-6, se detectaen el 15 a 25% de los LDCGB. El
bcl-6 es conocido como un gen promiscuo debido al gran niimero
de partners con los que se ha detectado su fusion (2p12[Ig kappal:
4p13; 5q31; 8q24; 11g13; 11g23;y 22q11{Ig lambda]). Codifica
un factor de transcripcidn que es desregulado como resultado de
las translocaciones. Debido a su localizacién telomérica, su
reconocimiento por citogenética convencional es muy dificil, y
sus miiltiples “cromosomas partners” impiden el disefio de
multiples primers u ologonucledtidos cebadores especificos para
cada cromosoma yuxtapuesto impidiendo el andlisis por PCR de
forma rutinaria, para lo cual es muy itil el empleo de sondas FISH
para bel-6.

Desde el punto de vista clinico los LDCGB se caracterizan
por una presentacion extranodal, y 1a deteccién de bel-6 ha sido
relacionado con un relativo buen prondstico.

Linfoma anapléasico de células grandes CD30: (2;5) gen NMP/
ALK

Esta es una entidad clinica plenamente definida por la
clasificacién REAL, y cuya t(2;5) (p23:q935) genera la proteina
p80 con gran implicacién tumoral. Esta translocacioén fusiona los
genes ALK localizado en 2p23 y NMP ubicado en 5q35. Su
deteccién tiene implicaciones diagndstico-terapéuticas puesto que
se presenta en pacientes jovenes y con prondstico favorable.

Leucemia linfitica crénica/linfoma linfocitico de células
pequeiias de células B

Numerosas alteraciones genéticas son comunes a estas dos
entidades. La alteracién cariotipica mds comuin en la LLC-B as{
como en la LLCP-B, es la trisomia del cromosoma 12, presente
en aproximadamente 25% de los casos, lo cual suele estar asociado
con progresion de la enfermedad y corta supervivencia. Junto con
el cariotipo convencional, el andlisis mediante FISH es de gran
utilidad al permitir detectar hasta un 30% de trisomias,

La delecién 13q14 es una anomalia frecuente, clinicamente
relacionada con linfocitosis moderada, morfologia tipica y
evolucidn favorable; combinando citogenética y FISH esta
alteracion se puede llegar a detectar hasta en el 30% de los casos.
Otra alteracién genética de interés constituye la delecién 11q22-
23, presente en el 209% de los casos aproximadamente de LLC,
ascociada a pacientes jovenes, gran linfadenopatia, y rapida
progresién de la enfermedad

Deteciones 6 mutaciones del gen p53(17p13) se detectan en
el 10-15% de los casos de LLC-B, estando ascciada esta anomalia
con mal prondstico y progresion de la enfermedad, con presencia
de morfologia atipica, alto indice de proliferacién y enfermedad
avanzada.
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