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Introduccion

Los Linfomas no-Hodgkin (LNH) representan la
sexta causa de consulta y la sexta de ingresos
hospitalarios en el Instituto Nacional de Cancerolo-
gia de la Secretaria de Salud. El problema que
enfrentamos al atender a estos enfermos es que el
diagnéstico es cada vez mas complejo y costoso
(Figura 1). Sin embargo, es necesario realizar la
caracterizacion morfolégica de los LNH junto conla
inmunofenotipificacién y el analisis genético, para
clasificarlos adecuadamente." Es cierto que la uti-
lidad clinica de las diversas clasificaciones de LNH
con las que se cuenta a la fecha estan lejos de ser
perfectas, pero al menos la clasificacion REAC
(por las siglas en inglés de “Revised European-
American Classification”) ha permitido identificar
algunas categorias de valor prondstico clinico. Es-
tas incluyen cuatro grupos principales: 1) entida-
des indolentes; 2) moderadamente agresivas; 3)
agresivas y 4) altamente agresivas. (Para mayor
discusion al respecto, ver el trabajo del Dr. Morales
Polanco en este mismo numero).
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Figura 1. Algoritmo diagndstico de linfomas y leucemias.

Por otra parte se han identificado factores pro-
nosticos de utilidad clinicaen LNH como sonla edad,
la presencia de sintomas B, el estado fisico, el nivel
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de lactato deshidrogenasa (LDH), el numero de
metastasis a ganglios y 6rganos, la carga tumoral y
el estadio de la enfermedad. De estos factores
pronosticos, aquéllos que han obtenido significancia
estadistica en estudios multivariados han sido agru-
pados en escalas como la del Indice Prondstico
Internacional (IP1)?? y la del MD Anderson. Sin em-
bargo, la heterogeneidad celular de los LNH ha sido
un factor limitante para que estos factores clinicos
sean suficientes para definir un prondstico certero.
Por ello es que se han buscado otro tipo de marca-
dores, como los moleculares, con los objetivos de:
1) definirel tratamiento mas adecuado al paciente; 2)
predecir el curso clinico con dicho tratamiento y 3)
diagnosticar la recaida a nivel de enfermedad mini-
ma residual para ofrecer terapia de rescate antes de
que se presente la recaida clinica. Algunos de los
factores pronodsticos a nivel patologico, celular y
molecular se muestran en el cuadro | y han sido
revisados, por Panayiotidis,* Diebold® Howard® y
Gascoyne.’

é Cuadro |. Factores pronoésticos en LNH )
Patolégicos
Proyecto de Clasificacion de LNH?®
Celulares

Indices de proliferacion celular
Ki-67, contenido de DNA en fase S, etc.
Moléculas de Adhesién
CD44,ICAM-1,HGF
Metaloproteasas - TIMPs
Factores Angiogénicos (VEGF)
Citocinas
IL6, TNF, survivina
Moleculares

Translocaciones, deleciones y mutaciones
. J

Porejemplo, los LNH de tipo difuso son conside-
rados de comportamiento clinico agresivo pero
pueden ser curados aproximadamente 40 al 55%
de los estadios avanzados. El tratamiento es muy
debatido y puede consistir en quimioterapia sola o
asociada atrasplante autélogo de médula 6seaoal
de células progenitoras periféricas. Desgraciada-
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mente, hoy en dia, no contamos con marcadores
prondsticos que nos permitan identificar eficiente-
mente a qué pacientes les ira bien con tan sélo la
quimioterapia y en quienes mejorara el prondstico
con la terapia combinada con trasplante. Si toma-
mos en cuenta que este grupo de LNH es el mas
frecuente en nuestra poblacion, resulta obvia la
utilidad que tendria el implementar un programa
nacional de marcadores moleculares en latoma de
decisiones clinicas de éstos y otros tipos de pa-
cientes y en leucemias.

Citogenética y analisis molecular de los LNH

Como parte de la evaluacion rutinaria de los pa-
cientes con LNH se recolectan muestras de sangre,
médula ésea o tejido. Luego, estas mismas muestras
pueden ser utilizadas para: 1) realizar el estudio de
citogenética y/o hibridacion in situ por fluorescencia,
FISH; 2) extraer los acidos nucleicos; 3) extraer las
proteinas; 4) hacer cortes histopatoldgicos y fijar los
tejidos en laminillas; o 5) analizar el inmunofenotipo 'y
elindice de proliferacion por citometria de flujo (Figura
2).Latendencia actual es que todas estas técnicas se
combinen para obtener mejores diagnéstico, pronds-
tico y seguimiento del paciente.
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Figura 2. Técnicas utilizadas para el analisis de linfomas y leucemias.

Técnicas utilizadas

La citogenética ha jugado, por muchos afios, un
papel muy importante en la deteccién de translo-
caciones de valor diagnostico y prondstico en
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Cuadro Il. Transiocaciones en linfomas indolentes o
moderadamente agresivos
Rearreglo % Gen Actividad
Folicular t(14;18) 80  Bcl-2/IgH Anti-apoptosis
Linfoplasma-  1(9;14) 50 PAX5/gH  Promueve ciclo c.
citoide/inm (fact. transcripcion)
MALT t(11;18) 18-33 API2-MLT  Anti-apoptosis
Trisomia3 78
Linfocitico t(14;19) Bcl-3 Fact. Transcripcion
pequefo Trisomia 12 Inhibidor NFK 8
Manto t(11;14) 87  Bcl-1/JH CiclinaD
- J
Cuadro lll. Translocaciones en linfomas difusos
agresivos
Rearreglo % Gen Actividad
Difuso t(14;18)  12-40 Bcl-2/1lgH Anti-apoptosis
Anaplasico 1(2;5) 33-64 NPM/ALK  Linfomagénesis

hemato-oncologia. Las translocaciones descritas
en LNH son numerosas pero las de mayor impor-
tancia se sefialan en los cuadros Il y lIl.

Dichas translocaciones estan constituidas por
DNA genomico (DNAg) y codifican transcritos de
RNA que, a su vez, se traducen en proteinas con
accion bioldgica. Segun lo mostrado en lafigura 3,
las translocaciénes, o rearreglos genéticos, fu-
sionan un cromosoma A con un cromosoma B.
De esa fusion pueden resultar uno de dos
transcritos principales: 1) uno de los genes es
sobre expresado, o 2) la proteina de fusion com-
pleta es sobre expresada.

Cromosoma A Cromosoma B

DNAg

e Ca

I NN\ —

I’mlufnum 3 i '

Figura 3. Rearreglos genéticos y sus productos en linfomas. Las
translocaciones de dos cromosomas (A y B, en este caso) generan
la fusion de dos genes distintos. De este rearreglo genético (DNAg)
pueden producirse dos tipos de transcritos (RNAm): 1) uno que
codifiqgue una proteina de fusion completa o 2) uno que solo sea el
producto de la traduccion de uno de los genes involucrados en la
translocacion.
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En el caso muy particular de linfomas, las protei-
nas resultantes suelen ser moléculas que inhiben
la muerte celular (i.e. apoptosis) o que promueven
la progresion del ciclo celular (p.ej. ciclina D, facto-
res de transcripcion, cinasas, etc.) en las clonas
que las contienen. Sin embargo, existen numero-
sas variables de las que dependen |la vida mediade
los transcritos y la de sus proteinas, por ejemplo, la
velocidad de transcripcion, la estabilidad del
transcrito (RNAm), la cantidad de proteina que se
traduce y el grado de su destruccion, etc.

Hoy en dia existen numerosas técnicas para
analizar todo tipo de translocaciones y sus produc-
tos. En general, las translocaciones pueden ser
identificadas en cariotipos o usando sondas mar-
cadas con elementos fluorescentes. A esta ultima
técnica se la ha denominado hibridacion in situ por
fluorescencia (FISH). Dichas sondas son pedazos
de DNA que complementan la secuencia de DNAg
de la translocacion y que, por medio de su capaci-
dad fluorescente, permiten la rapida identificacion
del rearreglo en los cariotipos directamente. Otra
de las técnicas usadas puede ser la amplificacion
la secuencia genética de la translocacion por me-
dio de la técnica de la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR). Esta técnica, por su alta sensi-
bilidad, permite la deteccién de una célula que
contenga la translocacion entre un milléon de célu-
las que no la contengan. Esto lo logra gracias a su
capacidad de amplificar una molécula de DNA en
un factor de 1 X108copias. De ahi que las técnicas
basadas en PCR puedan identificar células con
rearreglos genéticos con mayor eficiencia que la
citogenéticao el FISH, aunque sélo seauna prueba
diagnédstica complementaria a estas ultimas.

Por otra parte, si se extrae el DNA gendmico
(DNAg) de las células problema, éste puede ser
usado para identificar la translocacién por medio de
un Southern Blot. Por el contrario, silo que se desea
es identificar el transcrito de RNAm que surge de
estas translocaciones, éste puede demostrarse
usando sondas especificas porlatécnicade Northern
Blot (NB.). Otra alternativa para evaluar la presencia
de los transcritos de las translocaciones puede
realizarse por la técnica de reverso transcripcion
(RT-PCR) y la subsecuente amplificacién del DNA
complementario (DNAc) por PCR. Para ello se aisla
primero el RNAm total de la célula del linfoma y se
transforma en DNAc por RT-PCR (Figura 2.). Este
DNAc es mas estable y no se degrada tan rapida y
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facilmente como el RNAm, porlo que permite su facil
manipulacion. Ya con el DNAc obtenido se procede
a amplificar el rearreglo genético (si lo existe) por
medio de PCR para identificarse rapidamente. Este
procedimientotiene laventajade quelaRT-PCR con
la subsecuente amplificaciéon por PCR, son mas
sensibles que la citogenética para detectar estos
transcritos. Por ello sus resultados pueden utilizarse
como factor pronéstico o para el diagnostico de
enfermedad minima residual (EMR) después del
tratamiento de linfomas y de leucemias. Este con-
cepto de EMR implica la existencia de actividad
tumoral a nivel molecular y la usan varios autores
para complementar su evaluacién de respuestas
clinica, hematolégica y citogenética después del
tratamiento.

Encuantoalas proteinas, éstas pueden ser extrai-
das de los tejidos problemas y ser evaluadas por
medio de anticuerpos especificos en contra de los
epitopes de la proteina por medio de la técnica de
Western Blot (W.B.). Sin embargo, clinicamente es
mas facil evaluar la presencia y el nivel de expresion
de las proteinas resultantes de translocaciones por
medio de la inmunohistoquimica (IHQ) en laminillas
embebidas en parafina o en preparaciones en fresco.

Finalmente, la citometria de flujo se ha utilizado
para practicar el inmunofenotipo de las clonas
malignas en LNH y para evaluar la ploidia (i.e.
contenido del ADN) Yy la fraccion de células en fase-
de sintesis (Fase S).

Translocaciones como factores prondsticos

Muchas translocaciones han sido descritas que
pudieran tener utilidad diagndstica o prondstica en
los LNH (Cuadros Il y Ill). Estas translocaciones
involucran genes como Bcl-1, Bcl-2, Bcl-3, Bcl-6,
AP12, PAX-5y NPM/ALK. Como ya se ha comen-
tado anteriormente, la deteccion de estas
translocaciones puede hacerse a tres niveles: (1)
el rearreglo genético por citogenética, FISH, SB o
PCR; (2) el transcrito de RNA por medio de RT-
PCR y NB; o el de (3) la proteina utilizando IHQ y
WB. Pero debido a que la sensibilidad y especifici-
dad de estas pruebas varian importantemente de
institucién a institucion, se recomienda estandari-
zar cada una de las pruebas para cada caso y en
cada centro y emplearlas de manera complemen-
taria a los otros métodos diagnosticos.
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La translocacion t(14;18) (q32,q21)

Esta translocacién se puede identificar
citogenética y molecularmente (p.ej. FISH, SB,
PCR) en un 70 a 90% de los pacientes con LNH
folicular y en aproximadamente una tercera parte
de los linfomas difusos. En un estudio realizado en
la Secretaria de Salud se obtuvieron resultados
similares en 51 pacientes consecutivos con LNH.
Cuatro de 6 pacientes (66.6%) del grupo de bajo
grado y 14 de 33 (43.75%) de linfomas de grado
intermedio (IWF) presentaron el rearreglo genético
por PCR.®

El estudio molecular de esta translocacion ha
permitido caracterizar los sitios de ruptura
involucrados en los cromosomas 14 y18. Todos
los sitios de ruptura en el cromosoma 14 ocurren
cerca del segmento del gen de la cadena pesada
de lainmunoglobulina (IgH), lo que refleja que esta
translocacion ocurre como un error durante la
reaccién de unién de lalgH D-J. Por el contrario, en
el cromosoma 18, la ruptura ocurre en dos sitios
que estan dentro o que flanquean la secuencia, del
gen anti-apoptoético Bcel-2. A estos dos sitios se les
ha denominado Sitios de Ruptura Mayor (MBR, por
sus siglas en inglés) y Menor (mcr). Lo mas impor-
tante es que, en cualquiera de los dos casos, la
region codificadora del gen Bcl-2 no se altera por la
translocacion y este rearreglo conduce a la sobre
expresion de Bcl-2 en estas células.

Por mucho tiempo se consideré que la sola
presencia del rearreglo genético conducia a la
sobre expresion de Bcl-2 y que ésta, por su meca-
nismo anti-apoptoético, aumentabala supervivencia
de estas células en linfomas foliculares. No obstan-
te, ahora se sabe que la sola sobre expresion de
Bcl-2 esinsuficiente para producirlalinfomagénesis.
Aun mas, la sobre expresion de la proteina Bcl-2
observada en los LNH difusos por IHQ o WB, ocurre
frecuentemente en ausencia de la translocacion
citogenética o del rearreglo genético (p.ej.por SB o
PCR). En estos casos se ha propuesto que la
sobreexpresién del Bcl-2 ocurre por mecanismos
distintos a la translocacion. Por el otro lado, es
posible que los pacientes con LNH difusos que
presentan la translocaciéon pudieran haber sido
linfomas indolentes de inicio y que progresaron
posteriormente y que no son linfomas de novo
necesariamente.
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Desde el punto de vista clinico, la identificacion
citogenética o molecular (p.ej. PCR, SB, FISH) de
t(14;18) en linfomas foliculares ha demostrado tener
valor pronéstico en supervivencia global, libre de
enfermedad y repuesta a tratamiento. Ademas, de-
bido a la mayor sensibilidad de las técnicas
moleculares sobre la citogenética, la presencia de
rearreglo por PCR en pacientes con aparente remi-
sion clinica e incluso citogenética, ha sido utilizada
para el rastreo de enfermedad minima residual
postratamiento en LNH foliculares. Por el contrario,
la presencia o ausencia del rearreglo genético en
LNH difusos no parece tener valor prondstico de
significancia estadistica. Como ya lo hemos comen-
tado, latranslocacion detectable molecularmente es
poco frecuente en estos casos y no requiere estar
presente para que exista sobre expresion de Bcl-2.
De ahi que no es de extranarse que estos LNH
difusos suelan tener sobre expresion de la proteina
Bcl-2 (p.ej. en WB e IHQ) sin que existan rearreglos
a nivel citogenético o molecular. Por esta misma
razén es por la cual la deteccion de Bcl-2 por IHQ
parece ser de valor prondstico para los periodos
libres de enfermedady de supervivenciatotalen LNH
difusos y no asi la presencia de rearreglos.’

La translocacion t(11;14) (q13;q32)

Casi todos los linfomas de células del manto
(LCM) parecen contener este rearreglo. Esta
translocacion genera la sobre expresion del gen de
la ciclina D1 localizado en el cromosoma 11. Ya
que esta ciclina es de vital importancia para el inicio
del ciclo celular de multiples células, es por lo que
se ha propuesto como un factor necesario, pero no
unico, de la linfomagénesis de estos pacientes.

Independientemente de su papel fisiopatogénico,
la deteccion molecular de este rearreglo por FISH,
SB o PCR, ayuda a confirmar el diagnostico
morfoldgico y citogenético de estos casos. Esto es
debido a que la mayoria de las pruebas que estan
en uso tiene una sensibilidad pobre. Por ejemplo,
ésta es de 50-75% para citogenética, 14-99% para
FISH y 50 a 60% en PCR." La importancia de
establecerundiagndstico certeroen LCMradicaen
que son linfomas altamente refractarios a trata-
mientoy que requieren de terapias especificas. Por
ello cada institucion debe escoger y estandarizar
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las técnicas que elijan para el diagndstico de LCM
porque debe evitarse emitir un diagndstico ambi-
guo en estos casos.

La translocacion t(2;5)(p23;935)

Este tipo de translocacion se encuentra hasta en
30% de linfomas anaplasicos de células grandes
(LACG) y en casos aislados de: 1) linfomas difusos
decélulas B; 2) enfermedad de Hodgkin; 3) papulosis
linfomatoide y 4) linfoma primario de piel. Este
rearreglo produce la fusién del gen de la proteina
nucleolar o nucleofosmina (NPM), en el cromosoma
5, con el del gen de la cinasa de linfoma anaplasico
(ALK)delcromosoma 2. Ya que la proteina resultan-
te de este rearreglo (NPM/ALK) posee actividad
cinasa, ésta se ha involucrado en el proceso de
linfomagénesis. Sin embargo, algunos LACG tam-
bién pueden presentaractividad ALK sin que conten-
ganelrearreglot(2;5). Este fenomeno se ha explica-
do en base a la posible activacion del ALK por otras
translocaciones.™

El rearreglo en t(2;5) puede ser detectado por
citogenética convencional, FISH o PCR mientras que
la proteina de fusién, p80, se puede identificar con
anticuerpos monoclonales. Desde el punto de vista
clinico, laexpresion aberrante de ALK se correlaciona
con el fenotipo maligno. En LACG la presencia del
rearreglo genético es caracteristica de un subgrupo
de nifos y adultos jévenes con LNH de morfologia
variable, fenotipo T o indeterminado, positividad a
CD30+ycompromiso ganglionary extraganglionar.'?
En un estudio restrospectivo se demostré inicialmen-
te que la presencia del rearreglo genético t(2;5) se
asociaba a un mejor prondstico a 5 anos. Este
hallazgo se ha podido comprobar en otro estudio mas
reciente en que laproteinap80 se encontré positivaen
64 % de los pacientes con LACG. En general, aque-
llos pacientes que eran p80+ fueron mas jovenes y
presentaron mayor supervivenciaglobalque los p80."

La translocacion t(11;18)
Los linfomas de bajo grado que surgen del tejido
linfoide asociado a la mucosa (MALT) son una

entidad clinica reconocida de buen pronéstico. Los
hallazgos citogenético y moleculares mas impor-
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tantes son la presencia de trisomia del cromosoma
3en78% delos casosydelatranslocaciont(11;18)
en 18 a 50% de los mismos.™

Al parecer la translocacion t(11;18) genera la
proteina de fusion AP12-MLT que estainvolucrada
en la oncogénesis del tejido linfoide. En este
rearreglo elgen API2, que codifica para uninhibidor
de apoptosis (conocido también como c-IAP,,
HIAP1 y MIHC), se fusiona con el gen MLT del
cromosoma 18. Este ultimo contiene varios domi-
nios similares alos de Ig." Desafortunadamente, la
trascendencia clinica de la identificacion de este
rearreglo esta en estudio.

Translocacion p13;q32)

Estatranslocacion se haidentificado citogenética-
mente en 40 a 50% de los casos de linfomas
linfoplasmacitoides/inmunocitomas. El hallazgo de
un fenotipo linfoplasmacitoide se asocia a un curso
indolente inicial que progresa en el tiempo hacia
linfomas agresivos de células grandes.

Elrearreglo genético t(9;14) lleva a la expresion
del gen PAX-5 del cromosoma 9. Este gen, en
condiciones normales, se expresa en todos los
procesos de diferenciacion de células B exceptoen
la diferenciacion terminal. Por estarazon se piensa
que, al expresarse de manera aberrante en el tejido
linfoide, la célula no pueda salir del ciclo celular y
conduzca a su proliferacion ilimitada. La utilidad
clinica de la deteccidon molecular de este rearreglo
esta en estudio.

Otras alteraciones

Se ha visto la sobre expresion del gen de Bcl-6
generada por varias translocaciones se encuentra
en40% de los linfomas difusos. La expresion persis-
tente de este gen conduce a la linfomagénesis
debido al bloqueo de la diferenciacién de células B
dentro del centro germinal. Sin embargo, su utilidad
como marcador pronéstico no ha sido establecida.®

Finalmente la translocacion clasica t(14;19)
(932;913) es un evento muy raro en linfomas de
células pequenas y suele ir acompafiado de otras
alteraciones. Su deteccion requiere de estudios con
gran sensibilidad. Por ello, es recomendable que en
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estos casos, ademas del estudio citogenético, se
realice algun estudio molecular. Desafortunadamente
el valor pronéstico de este rearreglo ha demostrado
ser pobre en los estudios realizados a la fecha.

Conclusiones

El diagnostico actual de linfomas no Hodgkin es
muy complejo y requiere de la evaluacion clinica,
citogenética, por citometria de flujo y de pruebas
moleculares. Desafortunadamente la mayoria de
los analisis moleculares en este tipo de enfermos
se encuentra en fase de investigacion y su valor
prondstico no esta determinado. Ademas, las téc-
nicas moleculares empleadas son costosas y re-
quieren de personal y equipo especializados. De
aqui que seria recomendable que cada institucion
evalue la implementacion de ciertas pruebas, se-
gun sus necesidades, y que estandarice sus
metodologias.

No obstante, consideramos que la deteccion de
ciertos marcadores moleculares podrian ser de
utilidad clinica diagnéstica, prondstica y de recaida
(p.€j. en enfermedad minima residual) en LNH
frecuentes en nuestro medio como lo son los
agresivos difusos (clasificacion REAL).
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