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INTRODUCCION

Durante los ultimos 15 afios hemos
sido testigos de un tremendo avance en la
comprension de las bases moleculares del
cancer. Este progreso se ha debido en gran
medida al uso de técnicas de genética
molecular para estudiar los cambios cito-
genéticos que tienen lugar en los tumores
humanos. Estos estudios estdn mejorando
la comprension de las neoplasias de diver-
sas formas. Los conocimientos molecula-
res contribuyen fundamentalmente a cono-
cer sus mecanismos patogenéticos pero
también proporcionan claves Gtiles en la
interpretacion diagnéstica y parametros
prondsticos de los tumores, siendo previ-
sible que en un futuro permitan plantear
abordajes terapéuticos mas acordes con
estas alteraciones.

En el caso concreto de las neoplasias
linfoides, el diagndstico se ha realizado
tradicionalmente en base al reconocimien-
to de alteraciones morfolégicas de la
estructura de los tejidos afectos y de las
peculiaridades citoldgicas del proceso
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neoplasico, plantedndose en muchos
casos dificultades no soélo a la hora de dis-
tinguir entre procesos reactivos y tumora-
les, sino también para su clasificacién. El
avance en los conocimientos inmunologi-
cos con la aparicién de los anticuerpos
monoclonales en la década de los 70 y el
perfeccionamiento de las técnicas inmu-
nohistoquimicas permitié el estudio ruti-
nario del inmunofenotipo de estas neopla-
sias. El analisis inmunofenotipico ha sido
una piedra angular que ha permitido rein-
terpretar los aspectos morfolégicos y esta-
blecer una mejor relacion con los aspectos
biologicos de las neoplasias y la conducta
clinica y evolutiva de los pacientes'.

Las neoplasias linfoides (linfomas y
leucemias linfoides), son proliferaciones
clonales originadas a partir de una tinica
célula B o T, que frecuentemente refleja un
determinado estadio de maduracioén. En
contraste, los procesos reactivos benig-
nos, presentan generalmente una mezcla
de células B y T surgidas a partir de malti-
ples clones, sin predominancia de una con-
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creta. La discriminacién entre un proceso
reactivo y neopléasico, asi como la determi-
nacion de la estirpe celular B o T en los
procesos linfoproliferativos, son relevan-
tes desde un punto de vista clinico. Los cri-
terios morfolégicos clasicos generalmente
pueden distinguir entre procesos reactivos
y neoplasicos, pero existen situaciones en
las que el examen morfoldégico exclusiva-
mente no permite el diagnostico.

En el estudio de clonalidad de los pro-
cesos linfoproliferativos se pueden utilizar
diversas técnicas moleculares. La primera
técnica molecular utilizada en el estudio
de traslocaciones y reordenamientos clo-
nales de las neoplasias linfoides fue el
método de Southern Blot. Sin embargo,
este método presenta una serie de limita-
ciones técnicas, que condicionan su uso
en diagnéstico rutinario. El largo tiempo
requerido para obtener resultados (7-10
dias), el uso de material radiactivo y el ele-
vado costo, son desventajas que le hacen
poco util en diagnéstico rutinario. Ade-
mas, requerimientos como la elevada can-
tidad de ADN de alto peso molecular, ha
limitado su uso a tejidos frescos o conge-
lados.

Un gran hallazgo a mediados de los 80
fue la técnica de la “reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR)? siendo proclamada
por la revista Science el mayor hallazgo
cientifico del afio en 1989°, y que ha revo-
lucionado la aplicacién de la genética
molecular al diagnéstico médico. El funda-
mento tedrico de esta técnica es la amplifi-
cacién exponencial de un segmento de
ADN definido, mediante el uso de secuen-
cias cortas de nucleétidos sintéticos (oli-
gonucle6tidos) o cebadores (“primers”)
que se hibridan de forma especifica con
cada una de las dos hebras complementa-
rias de ADN. La amplificacién se consigue
al realizar una serie de ciclos repetitivos
que consisten en la desnaturalizacién del
DNA molde o templado, la hibridacién de
los “primers” con el templado y la sintesis
del ADN complementario mediante la
accion de la enzima denominada polimera-
sa del ADN. Si se realizan 20-30 ciclos del
proceso de PCR se pueden obtener varios
millones de copias de la secuencia de ADN
de interés. Acualmente la enzima mas uni-
versalmente empleada es la ADN polimera-
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sa del microorganismo Thermus Aquaticus
(DNA polimerasa Taq), que permite la sin-
tesis de ADN a temperaturas por encima
de los 70°C y resiste perfectamente los 94-
95°C necearios para separar las dos hebras
de ADN.

Este método presenta una serie de ven-
tajas técnicas sobre el convencional anali-
sis de SB:

- La rapidez en obtener resultados (2-3
dias).
- Menor costo.

—~ La no necesidad de utilizar material
radiactivo.

— Requerimiento de menor cantidad de
ADN, y como consecuencia menor canti-
dad de tejido disponible.

- Posibilidad de obtener resultados
satisfactorios a partir de ADN parcialmen-
te degradado.

En un principio, el analisis de clonali-
dad en procesos hematolégicos mediante
PCR parecia un tanto inconcebible, debido
al gran repertorio de regiones V y I, que
pueden intervenir en los distintos reorde-
namientos, la dificultad en la localizacién
de secuencias consenso en estas regiones
y sobre todo a la simultanea amplificacién
de todos los reordenamientos presentes
en la muestra (clonales y policlonales). La
primera adaptacion de la PCR para el ana-
lisis de clonalidad en procesos B ha sido
relativamente reciente. Los fundamentos
de esta estrategia descrita por estos auto-
res fueron los siguientes:

- El uso de cebadores consensus de las
secuencias mas conservadas de las regio-
nes Vy J del gen IgH.

— Los cebadores deben flanquear los
sitios de unién V-(D)-J, donde se genera
gran diversidad debido a las regiones N.

— Los reordenamientos V-D-J presentes
en la poblacién clonal pueden discriminar-
se de los presentes en una poblacién poli-
clonal, gracias a la gran heterogeneidad de
tamafos originada en la amplificacién de
estos ultimos®.

Para la deteccion de traslocaciones la
técnica de PCR convencional puede ser
utilizada Ginicamente si los puntos de rotu-
ra se localizan en una regién definida y
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relativamente pequeiia (menos de 2 kb).
Este es el caso de las traslocaciones
t(14;18) y t(11;14). En los casos en que la
region a estudiar es mucho mayor, si la
traslocacién produce un gen de fusion con
ARNm especifico, como ocurre en la t(2;5),
hay que recurrir a una variante de la técni-
ca, denominada RT-PCR (“reverse trans-
cription-PCR”) o transcripcién inversa
seguida de PCR, lo que aumenta la comple-
jidad al tener realizar previamente la sinte-
sis de DNA a partir de ARN mediante una
transcripcion inversa.

Con estos antecedentes nos fijamos
como obijetivos del trabajo:

— Realizar un estudio morfolégico e
inmunofenotipico minucioso de los casos
a estudio, determinacién en la muestra de
reordenamiento clonal Bo T

— Determinar los reordenamientos
especificos bcl-2 y bel-1

~ Comparar los resultados obtenidos
en funcién del tipo de muestra de la que se
extrae el ADN (parafina o congelado)

— Valorar los distintos protocolos de
extraccion de ADN para comprobar la vali-
dez de aquellos métodos mas simplifica-
dos, que faciliten la aplicacion rutinaria de
estas técnicas.

MATERIAL Y METODOS

En este trabajo se han estudiado 150
procesos linfoproliferativos, 100 de los
cuales corresponden a casos estudiados
consecutivamente en el Servicio de Anato-
mia Patolégica del Hospital Virgen del
Camino entre los afos 1992 y 1995. En
estos 100 casos contdbamos con tejido
fresco que era congelado en el momento
de recibir la muestra, y que se conservaba
en nitrogeno liquido a-70°C hasta que de él
se extraia ADN. Los 50 casos restantes se
seleccionaron del archivo con el fin de
completar dentro de lo posible aquellas
categorias diagnésticas que se encontra-
ban menos representadas. En estos casos
no se contaba con material congelado y se
utiliz6 tejido que habia sido fijado en for-
mol durante 24 horas e incluido en parafi-
na segan los procedimientos habituales en
los laboratorios de Anatomia Patolégica.

ANALES Sis San Navarra 1999, Vol. 22, Suplemento 3

Para la clasificacion de los casos se
siguieron los criterios establecidos en la
recientemente publicada Clasificacion de
Linfomas Revisada Europea-Americana
(REAL)®, En los procesos cutaneos consi-
deramos maéas apropiada la Clasificacion
para Linfomas Primarios Cutineos de la
EORTC". Para ello utilizamos los siguientes
marcadores fenotipicos: CD45RB, CD20, k,
1, CD3, TDT, CD5, CD43, CD15, CD30, CD34,
CD79, CD68, ciclina D1, bel-2.

Para la extraccion de ADN se utilizo
tejido congelado o incluido en parafina y
que fue tratado segiin el mismo protocolo.

Se cortaron secciones de 5mm (5-10
cortes, dependiendo del tamano del tejido
y se ponian en un tubo Eppendorf de 1,5
ml. Solamente en el incluido en parfina se
anadia 1ml de xilol. Se agitaba y centrifu-
gaba a 12.000 rpm durante 5 minutos. Se
decantaba el xilol y se repetia el lavado.
Después se lavaba el tejido con etanol 99°
(a temperatura ambiente), se centrifugaba
a 12.000 rpm durante 5 minutos y se
decantaba el sobrenadante (se realizaban
dos lavados). Posteriormente se dejaban
secar los tubos a temperatura ambiente
durante cinco minutos para permitir que
se evaporase el etanol. Luego se anadia
tampon de digestion de proteinas (100 ml)
y proteinasa K (20 ml por cada 100 ml de
tampoén de digestion). Se dejaba toda la
noche en un bafio a 372C. Al dia siguiente
se purificaba con fenol (200 ml) y clorofor-
mo (200 ml) y se centrifugaba durante diez
minutos a 14.000 rpm, tras lo cual se recu-
peraba la fase superior. La purificacién se
repetia dos veces y si era necesario una
tercera. La precipitacién se realizaba con
CINa y etanol frio (-20°C). El ADN se resus-
pendia en TE 1: 0,1

Todas las reacciones se llevaron a cabo
con el método “hot-start”, anadiendo la
Taq polimerasa y la mitad del volumen del
buffer una vez que se han sobrepasado los
80°C, evitando asi que la hibridacién ines-
pecifica del molde y el “primer” que se pro-
duce entre los 302y los 60° de lugar a la sin-
tesis de un producto no deseado en el
primer ciclo de la reaccién. Conseguimos
con ello un aumento de la especificidad de
cada reaccién. En todas las reacciones, un
tubo conteniendo todos los componentes
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de la reaccién salvo la muestra, se mante-
nia abierto durante todo el proceso de ali-
cuotado de los tubos, siendo procesado
como una muestra mas. De este modo se
controla el riesgo de contaminacién entre
las distintas muestras.

Para detectar reordenamientos del gen
de la cadena pesada de las Ig, se realizaron
dos reacciones independientes utilizando
un “primer” consenso (Jy) CACCTGAGGA-
GACGGTGACC, para la regién J, comin a
las dos reacciones, y el segundo “primer”
(también consenso) era en un caso para la
region FR3 ACACGGC(CT)(GC)TGAT-
TACTGT en el otro para la FR2
TGGAG)TCCG(C/A)CAG(GOYC(TCHTOYC(
ATCG)NGG, de modo que la regién amplifi-
cada en la reaccién con el “primer” FR3 es
de menor tamafio y se encuentra dentro de
la amplificada con el “primer” para FR2.

Los dos “primers” consenso utilizados
para amplificar los genes del TCRg, fueron
respectivamente complementarios a una
secuencia situada cerca del extremo 3’ de
los segmentos Vy AGGGTTGTGTTGGAAT-
CAGG, y a la region Jg CGTCGACAACA-
AGTGTTGTTCCAC. Estos “primers” pueden

amplificar practicamente todos los reorde-
namientos del gen TCR-y que se producen
en las células linfoides’. El método descrito
por Benhattar', consiste en realizar una pri-
mera amplificacién de 25 ciclos con un sélo
“primer” (TJy) tras lo cual se afaden reac-
tantes frescos que incluyen los dos “pri-
mers”, y se amplifican otros 25 ciclos.

Para el reordenamiento bcl-2 se utilizo la
técnica de PCR standar ampliamente difun-
dida, con reaccién tnica y dos inicos “pri-
mers”, especificos para la region mbr del cro-
mosoma 18 GAGAGTTGCTTTACGTGGCCTG,
y para la region Jpj.del cromosoma 14. Este
altimo idéntico al utilizado para cdr2 y cdr3.

Para el reordenamiento bcl-1 se utilizdé
un método de PCR “nested” consistente en
una primera amplificacién con un “primer”
para el cromosoma 11 y otro para el 14
(MTC1: CTACTGAAGGACTTGTGGGTTGCT
y LIJH: TGAGGAGACGGTGACC). Del pro-
ducto de esta reaccién realizamos una
dilucién 1/1000 de la cual utilizamos 1 pl
para realizar una segunda reaccién con
dos “primers” internos a los utilizados en
la primera reaccién (P3:ATAAGGCTGCTG-
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Estructura de los genes IgH y TCRy después de producirse su reordenamiento y de las tras-

locaciones (14;18) y (11;14). También se representa la situacién de los cebadores utilizados

en cada caso.
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Tabla 1. Resultados de los reordenamientos IgH y TCRy por categorias diagnosticas.

Fenotipo Tipo Necasos CDR2+ CDR3+ 203+ TCR+
B B-SLL 10 6 6 9 0
B MCL 9 5 7 9 0
B FL 15 7 11 13 0
B MALT 6 1 4 5 0
B SMZL 1 1 1 1 0
B DLBCL 33 11 15 24 0
B BURKITT 4 2 2 3 0
B BURKITT-LIKE 1 0 0 0 0
B PFCCL 5 0 3 3 0
B LPHD 5 2 1 3 0
B HIPERPLASIA/LINFOMA 2 0 2 2 0 |

NSHD 6 3 1 3 0

MCHD 4 1 1 1 0

LDHD 1 0 0 0 0
T PRECURSOR T 1 0 0 0 0
T PERIF T LINF 6 2 0 2 5
T LINF T INTESTINAL 1 0 0 0 1
T ALCL 1 0 0 0 1
T MF 3 0 0 0 2
T CTCLP 1 0 0 0 1
R CLH 17 0 0 0 0
R FH 7 0 0 0 0
R INFLAMATORIOS 9 0 0 0 0

Las iniciales corresponden a los nombres en inglés de las siguientes entidades: B-SLL= linfoma de célula pequena B
(LLC-B); MCL= linfoma del manto; FL= linfoma folicular; MALT= linfoma asociado a mucosas; SMZL; linfoma de la zona
marginal de bazo; DLBCL= linfoma difuso B de célula grande; PFCCL= linfoma centrofolicular cutdneo; LPHD= enfer-
medad de Hodgkin tipo predominio linfocitico; NSHD= enfermedad de Hodgkin tipo esclerosis nodular; MCHD= enfer-
medad de Hodgkin tipo celularidad mixta; ALCL= linfoma anaplasico de células grandes; MF= micosis fungoides;

TACACATCGGTG 'y VLJH: GTGAC-
CAGGGT(AGCT)CCTTGGCCCCAG).

RESULTADOS

En la tabla 1 se puede apreciar los dis-
tintos tipos de linfomas estudiados, su
fenotipo y la demostraciéon de reordena-
mientos y por tanto de clonalidad B o T. El
porcentaje mas alto de reordenamiento se
obtiene, con esta técnica, en los linfomas B
de bajo grado ya sean nodales o extrano-
dales (87%), mientras que en los de alto
grado este porcentaje se reduce al 71%.
Tres de los 5 casos de enfermedad de
Hodgkin de predominio linfocitico mostra-
ron reordenamiento clonal en el gen de la
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CTCLP- linfoma T cutaneo de células grandes; CLH= hiperplasia linfoide cutdnea; FH: hiperplasia folicular

IgH, asi como 4 de 11 de los casos de enfer-
medad de Hodgkin clasico.

Con respecto a los linfomas T los resul-
tados obtenidos son de positividad en el
69,2% de los casos estudiados y habia dis-
crepancia geno/fenotipica en dos casos de
linfoma T periférico. No hubo falsos positi-
vos con esta técnica.

En cuanto al estudio de traslocaciones,
la tabla 2 nos muestra que tan sélo en la
mitad de los casos de linfoma folicular y
del manto hemos podido demostrar reor-
denamiento de bcl-2 y bcl-l respectiva-
mente. Un solo caso de linfoma de linfoci-
tos pequenos/LLC mostro reordenamiento
con bcl-1. Dos de los 33 casos de linfomas
difusos de células grandes (6%) reordena-
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Tabla 2. Resultados de los reordenamientos bel-2/JH y bel-1/JH por categorias diagnosticas.

Fenotipo Tipo N2 casos  bcel-l+  bclk2+  IgH+ o bel-1+ 0
bel-2+

B B-SLL 10 1 (10%) 0 9(90%)

B MCL 9 5 (55%) 0 9 (100%)

B FL 15 0 7 (46%) 14 (93%)

B MALT 6 0 0 5

B SMZL 1 0 0 1

B DLBCL 33 0 2 (6%) 26 (718%)

B BURKITT 4 0 0 3

B BURKITT-LIKE 1 0 1 1(100%)

B PFCCL 5 0 0 3

B LPHD 5 0 0 3

B HIPERPLASIA/
LINFOMA 2 0 0 2
TOTAL LINFOMAS B 91 83%
NSHD 6 0 0 0
MCHD 4 0 0 0
LDHD 1 0 0 0

T PRECURSOR T 1 0 0 0

T PERIF T LINF 6 0 0 0

T LINF T INTESTINAL 1 0 0 0

T ALCL 1 0 0 0

T MF 3 0 0 0

T CTCLP 1 0 0 0

R CLH 17 0 0 0

R FH 7 0 0 0

R INFLAMATORIOS 9 0 0 0

ron con bel-2, Tampoco con esta técnica se
obtuvieron falsos positivos.

DISCUSION

Actualmente podemos realizar una
buena aproximacién a la caracterizacion
molecular de las neoplasias linfoides con
estrategias basadas en una amplificacion
simple del ADN y posterior electroforesis
en geles de agarosa de media y alta resolu-
cioén, con la suficiente especificidad que no
resulta necesario recurrir a geles de acrila-
mida con medio desnaturalizante ni a
hibridaciones posteriores con sondas. Con
este bajo nivel de complejidad podemos
actualmente estudiar reordenamientos de
los genes IgH, TCRg, bcl-1 y bel-2, abarcan-
do un amplio espectro de la patologia lin-
foide.

Uno de los problemas primordiales
cuando abordamos estas técnicas es el
problema de los falsos positivos. Existe en
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la actualidad una gran controversia sobre
el significado clinico que hay que dar a la
demostraciéon de clonalidad en procesos
linfoides por medio de reordenamientos
genéticos", especialmente cuando se trata
de procesos no nodales. Ello es debido a
que diferentes autores han demostrado
clonalidad en procesos linfoproliferativos
extranodales considerados clinicamen-
te®, De acuerdo con estos resultados la
identificaciéon de clonalidad con maligni-
dad no podria hacerse de forma directa,
sin otra interpretacién previa. Sin embar-
go, otros autores si han demostrado una
correlacion entre clonalidad y linfoma", lo
que nos hace suponer que la eleccidon de la
estrategia de PCR a utilizar, los métodos de
separacién y visualizacién utilizados, y la
interpretacion de la lectura de los geles
resultan determinantes en los resultados
obtenidos.
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Planteando como objetivo la aplicacion
diagnéstica, parece evidente que intentar
evitar en lo posible los falsos positivos
resultara de gran aplicacién practica. Con-
siguiendo esto, un resultado positivo sera
realmente Util aunque un resultado negati-
vo no descarte malignidad'®'®. Con ese fin
elegimos de entre las variadas estrategias
publicadas para cada uno de los reordena-
mientos estudiados, aquellas en las que no
se buscaba un incremento de sensibilidad
sobre las técnicas estiandar, de este modo
conseguimos no obtener resultados positi-
vos en ninguno de los 33 casos diagnosti-
cados como procesos reactivos o hiperpla-
sicos, manteniendo un mas que aceptable
porcentaje de demostraciéon de clonalidad
en linfomas B (83%) y T (77%).

En cuanto a la correlacién entre inmu-
nofenotipo e inmunogenotipo sabemos
que tebdricamente, todos los procesos lin-
foproliferativos deben mostrar reordena-
miento clonal de los genes de las Ig o de
los genes de TCR, dependiendo de su estir-
pe celular B o T, respectivamente. Sin
embargo, en algunos casos, los resultados
moleculares no se corresponden con los
criterios inmunofenotipicos. En general se
acepta que este tipo de discrepancias es
frecuentemente el resultado de limitacio-
nes técnicas o metodolégicas.

Ademéas en muchos estudios se ha
comprobado que la especificidad de estir-
pe genética en los reordenamientos de los
genes IgH y TCRg no es absoluta, puesto
que entre el 4 y el 10% de las neoplasias lin-
foides pueden mostrar reordenamientos
de ambos genes®.

Con respecto a los reordenamientos
del gen IgH observados en los casos de
enfermedad de Hodgkin, nuestros resulta-
dos sugieren que éstos son bastante fre-
cuentes. Similares resultados han sido
publicados por otros autores que con la
misma conbinacién de “primers” han
detectado estos reordenamientos en el
18,7% de la EH predominio linfocitico y
hasta en el 32,2% de la forma clasica'"*®

Del presente trabajo se puede concluir
que:

- La caracterizacion molecular de los
procesos linfoides aporta una informacion
valiosa y en algunos casos determinante
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sobre el origen clonal de estas neoplasias
y sobre otras caracteristicas genéticas
relevantes que presentan algunos tipos de
linfoma.

— Actualmente por técnicas de PCR se
puede acceder, a estudiar reordenamien-
tos de los genes IgH, TCRg, bcl-2/JH y bcl-
1/JH, cubriendo con ellos un amplio espec-
tro de la patologia linfoide.

- La sensibilidad y especificidad varian
seglin las estrategias aplicadas pero si se
seleccionan adecuadamente, puede alcan-
zarse una especificidad del 100% (ausencia
de falsos positivos) sin sacrificar en exce-
so la sensibilidad que en nuestro trabajo
alcanzo el 83% y 75% en linfomas By T res-
pectivamente.

— La utilizacién de muestras procesa-
das rutinariamente en los laboratorios de
patologia (fijacion en formol e inclusion en
parafina) no han supuesto en nuestro caso
una limitacion para los estudios que
hemos realizado, utilizando un método de
extraccion adecuado. Es conveniente en
todo caso testar el ADN extraido de este
tipo de muestras con un par de cebadores
que amplifiquen una regién conocida de
un gen estructural de un tamano que nos
garantize una integridad suficiente para
los estudios a realizar.

— La utilizacién de protocolos simplifi-
cados de extracciéon de ADN solamente
resulta efectivo si limitamos el estudio a la
region CDRII del gen IgH gracias al peque-
no tamario del producto a amplificar. Para
el esto de los estudios la calidad del ADN
extraido por estos métodos no resulta sufi-
ciente.
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