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I. INTRODUCCION

Generalidades.

Los linfomas se definen como un grupo heterogéneo de neoplasias malignas
caracterizadas por la proliferacién celular en los tejidos linfoides. Estas transformaciones
malignas se originan usualmente en los nodulos linfaticos, aunque también se pueden iniciar en
otras partes de cuerpo (Foon y Fisher, 2001). Los linfomas son lesiones tumorales compuestas
principalmente de linfocitos. Existen diversos tipos y subtipos que varian de acuerdo a su
composicién celular, morfologia, sitio de presentacion, curso clinico y caracteristicas genéticas.
La distincion y clasificacion de linfomas, reconocidos por primera vez por Thomas Hodgkin en
1832 (Hodgkin, 1832), ha evolucionado desde entonces y ha sido objeto de diversas discusiones
a lo largo de las altimas décadas. Inicialmente se definieron dos grupos haciendo la distincion
entre la enfermedad de Hodgkin y otras condiciones tanto malignas como no malignas
(Sternberg, 1898; Reed, 1902). Los trabajos mas actuales acerca de este tema son “A Revised
European-American Classification of Lymphoid Neoplasm” (Harris et al, 1994) y su reciente
modificacion por la OMS *“Classification of Neoplasic Diseases of the Hematopoyetic and
Lymphoid Tissues” (Jaffe et al, 1999). En estos documentos las entidades patologicas se
definen por una combinacion de morfologia, inmunofenotipo, hallazgos genéticos vy
caracteristicas clinicas. Hasta el momento se han descrito 4 subtipos en el grupo de enfermedad
de Hodgkin (EH) y mas de 20 subtipos en linfomas no-Hodgkin (LNH), de acuerdo a la

clasificacion REAL/OMS.



Enfermedad de Hodgkin

La EH se caracteriza por la presencia de células morfolégicamente Gnicas y propias de
este tipo de linfoma, células gigantes multinucleadas denominadas células de Hodgkin y Reed-
Sternberg (H-RS). Estas células malignas estan rodeadas por células hematopoiéticas reactivas
que crean un microambiente con una red de interacciones bidireccionales. La proporcion de
células reactivas en el tejido afectado varia dependiendo del subtipo de EH. Las células H-RS
derivan de los linfocitos B maduros, lo cual se pudo establecer sélo después de evaluar los
rearreglos cromosomicos en la region variable de los genes de inmunoglobulinas (Kuppers et al,
1994; Kanzler et al, 1996). Tales rearreglos ocurren Unicamente en losv linfocitos B que
pasaron por el proceso de hipermutaciones somaticas (Marafioti et al, 2000). A pesar de su
origen, el patron de expresion que presentan las células H-RS es inusual, contiene marcadores
de diferentes tipos celulares, como granulocitos y monocitos (CD15), linfocitos B (Pax-5),
células plasmaticas (MUM-1, CD138) y linfocitos activados (CD30) (Pileri et al, 2002a;
Kippers, 2002). Los estudios citogenéticos de estas células revelan alteraciones cromosomicas
numéricas en la gran mayoria de los casos (Weber-Matthiesen et al, 1995). Las translocaciones,
en cambio, son excepcionales en las células H-RS a diferencia de otras células tumorales. Los
rearreglos caracteristicos para otros tipos de linfomas que involucran los proto-oncogenes BCL6
(B-cell lymphoma 6), BCL2 (B-cell lymphoma 2), MYC (v-myc myelocytomatosis viral oncogene
homolog (avian)) o MALT1 (mucosa associated lymphoid tissue lymphoma translocation gene
1) se detectan en pocas ocasiones en EH clasica (Gravel et al, 1998; Martin-Subero et al, 2004).
Sin embargo, en el subtipo de EH de predominancia linfocitica los rearreglos del gen BCL-6
son mas frecuentes y han sido detectados utilizando la técnica de citogenética molecular de
hibridacion in situ con fluorescencia (FISH) (Franke et al, 2001; WIlodarska et al, 2003).
Aunque no esta claro el papel de los rearreglos del BCL-6 en la patogénesis de la enfermedad,

ciertamente indican un mecanismo diferente para esta entidad especifica de EH.
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Linformas no-Hodgkin.

Todas las formas restantes de linfomas que no entran en definicion de EH, se agrupan
bajo el denominador comun de linfomas no-Hodgkin (LNH). Se conocen como un conjunto de
neoplasias en las que la célula de origen es un linfocito y su localizacion esté fuera de la médula
6sea. Los LNH son un grupo heterogéneo de enfermedades que presentan caracteristicas
morfoldgicas, inmunofenotipicas, genéticas y moleculares que les confieren diferente
comportamiento bioldgico y clinico diferente. En el 85 % de los casos los LNH derivan de
linfocitos B maduros y el resto de linfocitos T. La clasificacion REAL/OMS separa estos dos
grandes grupos de acuerdo al origen celular, y entre ambos se describen 20 diferentes tipos de
LNH (Chan, 2001). La mayoria de estos tumores, 70-80 %, tiene su origen en ganglios
linfaticos, el resto son extranodales. De todos los LNH, las entidades que se presentan con
mayor frecuencia en la poblacién mundial son el linfoma folicular (LF) y el linfoma difuso de
células grandes con inmunofenotipo B (LDCGB). De acuerdo a los estudios epidemioldgicos
en la poblacién adulta, el LF se diagnostica en 40% de los casos, mientras que el LDCGB en
30%. (Harris et al, 1994).

Los LNH se consideran un cancer relativamente comun con consecuencias graves para
el paciente. La enfermedad afecta preferentemente a los adultos, el mayor numero de casos
nuevos se ha detectado en la séptima década de la vida. En Estados Unidos hay 3500 individuos
nuevos afectados por afio, lo cual constituye el 4% de todos los canceres diagnosticados de novo
(Grulich y Vajdic, 2005).

Los LNH son mas comunes en hombres que en mujeres, con relacion de 1.4:1.0. En las
Gltimas décadas la incidencia de LNH ha aumentado progresivamente a nivel mundial en todos
los grupos de edad tanto en hombres como en mujeres. Para el afio 2001, la incidencia fue de

16.1 por cada 100,000 hombres y 11.3 por cada 100,000 mujeres (AIHW, 2001).
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Existe una marcada variacion étnica, siendo los LNH menos frecuentes en paises de Asia
y Africa, relativamente frecuentes en paises de Europa y muy frecuentes en América del Norte y
Australia (Parkin et al, 2003). En Estados Unidos la incidencia es mayor en la poblacién blanca
que en la negra, sin embargo, al parecer un nivel socio-econémico mas alto tiene mas
importancia que las caracteristicas étnicas (Scherr y Mueller, 1996).

Existen factores que pueden predisponer a LNH, entre éstos destacan las deficiencias del
sistema inmune. Dichas alteraciones incluyen inmunosupresion post-trasplante (Penn, 1995) e
infeccion por virus de inmunodeficiencia humano (VIH) (Grulich et al, 1999). Por otro lado,
existe un numero de organismos infecciosos que se han relacionado con LNH y que se cree
pudieran inducir el riesgo de desarrollar el tumor. Los agentes infecciosos mas cominmente
asociados son el virus de Ebstein-Barr (Mueller, 1999), Helicobacter pylori sobre todo en LNH
gastricos (De Sanjose et al, 2004) y virus T-linfotrépico humano tipo I (Manns et al, 1993),
entre otros. A cada una de las categorias de LNH reconocidas en la actualidad se ha tratado de
relacionarla con un estado particular de la diferenciacion del linfocito en el ganglio linfatico
(Alizadeh et al, 2000). Asi, se han definido linfomas cuyo origen radica en la zona del manto,
otros con el inicio del desarrollo en el centro germinal o provenientes de la zona marginal del
foliculo ganglionar.

Las alteraciones genéticas primarias mas frecuentes en LNH son las translocaciones
cromosOmicas que dan lugar a la desregulacion de genes con un potencial oncogénico. La
mayoria de tales rearreglos podria ser un importante mecanismo en la patogénesis de muchos de
estos tumores. Se han identificado algunas alteraciones relativamente especificas en diferentes
tipos de linfomas (figura 1), lo cual es de gran utilidad en el diagnostico de la enfermedad

(Colomer et al, 2003).



Figura 1: Alteraciones citogenéticas mas representativas en linfomas no-Hodgkin de acuerdo al estado de diferenciacion del linfocito B.

Linfocito B
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LLC LCM LF LDCG LB MALT
del 13q t(11;14) t(14;18) t(3q) t(8;14) t(11;18)
? CCNDH1 bcl-2 bcl-6 c-myc API2-MALT1

LLC - linfoma linfoplasmacitoide; LCM - linfoma de células del manto; LF — linfoma folicular; LDCG - linfoma difuso de células grandes; LB — linfoma de Burkitt; MALT

— linfoma de linfocitos B de la zona marginal. (Modificado de Colomer et al, 2003)



Linfoma folicular (LF).

Se define como un tumor compuesto por células del centro folicular del nddulo linfatico,
que consiste en una mezcla de centrocitos (células hendidas) y centroblastos (grandes células no
hendidas) (Lukes y Collins, 1974; Harris et al, 1994). La enfermedad se desarrolla en los
linfocitos B derivados del centro germinal del foliculo nodular (Harris et al, 1994). Las
caracteristicas comunes de esta enfermedad son su curso clinico relativamente indolente y larga
sobrevida de los pacientes; sin embargo, es un padecimiento maligno incurable. La incidencia
de la enfermedad parece estar influenciada por la edad, historia de tabaquismo, sexo masculino
y la exposicion a pesticidas (Liu et al, 1994; Bell et al, 1995; Fuscoe et al, 1998).

La principal caracteristica morfologica del LF es la presencia de foliculos, estructuras
dentro del ganglio linfatico de forma ovalada donde se lleva a cabo la diferenciacién y
maduracion de linfocitos. Estos foliculos se presentan en el tejido normal, también pueden
conservar su morfologia en algunas condiciones malignas, sin embargo la alteracién de su
estructura discreta indica un proceso neoplasico. Uno de los elementos indispensables en el
diagnostico y la clasificacion de LF es la conservacion de la morfologia de los foliculos. Los
foliculos visualizados en un corte histoldgico de tejido ganglionar con aplicacion de tincion de
eosina-hematoxilina resaltan por la menor intensidad del colorante y un patron celular
caracteristico (figura 2a). En algunas ocasiones se pueden encontrar areas difusas, donde se
pierde la estructura folicular. Este cambio morfoldgico podria indicar un pronostico mas
desfavorable del LF. En la clasificacion de la OMS se reconoce tres grados de LF de acuerdo a
la composicion celular del tejido afectado (tabla 1) (Jaffe et al, 1998). La imagen caracteristica
del LF Grado | incluye linfocitos pequefios y algunas células grandes (figura 2b) cuya

proporcion aumenta con el grado de enfermedad.



Figura 2. Caracteristicas morfologicas de Linfoma folicular.

Cortes histolégicos con tincion de eosina y hematoxilina: a) un campo del tejido ganglionar con aumento de baja
resolucion donde se pueden observar zonas de menor densidad denominadas foliculos; b) un acercamiento de

mayor resolucion muestra células pequefias y algunas células grandes. Modificado de Harris et al, 1994,

Tabla 1. Grados histoldgicos de LF

GRADO CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

I Pequenas células hendidas y células grandes < 25%
I Pequerias células hendidas y células grandes 25% - 50%
A Pequenas células hendidas y células grandes >50%

B Células grandes y areas difusas

Modificado de Jaffe et al, 1998.



Hallazgos genéticos:

El LF fue uno de los primeros linfomas en los que se encontrd un defecto molecular
caracteristico. La translocacion (14;18) en LF fue reconocida al inicio de los afios ochentas
cuando varios grupos de investigacion realizaron la clonacién de los puntos de ruptura en los
cromosomas involucrados (Tsujimoto et al, 1984; Bakshi et al, 1985; Clearly y Sklar, 1985).
Dichos estudios llevaron a la definicion del rearreglo del gen anti-apoptético BCL-2 localizado
en el cromosoma 18g21. Este gen se encuentra activo a nivel transcripcional en el tejido linfoide
normal, pero esta apagado en los centros germinales de nddulos linfaticos sanos. Sin embargo,
la expresiéon anormal de la proteina BCL-2, que se localiza en la membrana mitocondrial interna
funciona como una proteina antiapoptoética, protege a las células de una muerte programada y
permite la acumulacion de centrocitos longevos (Tsujimoto et al, 1985; McDonnell et al, 1989;
Hockenbery et al, 1990 y 1991).

La translocacion clasica que involucra el BCL-2 es la t(14;18)(g32;921). Se ha detectado
por técnicas de citogenética convencional en 80-90% de los tumores reportados (Yunis et al,
1987). Como resultado de esta translocacién ocurre la yuxtaposicion del gen BCL-2 con el gen
IGH en 14932, lo cual resulta en una sobre-expresion de la proteina BCL-2 estructuralmente
intacta. Si bien es una translocacién tipica de LF, también ha sido identificada en una
proporcidn significativa de individuos sanos (Aster et al, 1992). En ausencia de la enfermedad
el significado de la translocacion es incierto, pero podria sugerir que es un evento temprano de
iniciacion donde se requieren subsecuentes alteraciones oncogenicas acumulativas para la
manifestacion de LF. Es importante sefialar, que independientemente de su funcion anti-
apoptotica, la proteina BCL-2 tambien puede promover el arresto del ciclo celular (Linette et al,
1996) lo cual podria explicar en parte el curso indolente de LF.

Se han realizado estudios con respecto a la proporcion de la t(14;18)(g32;g21) en

diferentes grados de LF y se ha visto que no son homogéneos a nivel molecular. Asi, los
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linfomas grado I/11 presentan la translocacion en 88% de los casos, grado I11A en 64% y grado
I11B menos de 1%, por lo cual algunos investigadores recomiendan separar el LF grado 111B
como una entidad aparte debido a sus diferencias a nivel molecular (Katzenberger et al, 2004).

Si bien la t(14;18) es la alteracién cromosémica mas comun, no es especifica de LF y
tampoco es la Unica. La t(14;18)(gq32;921) ha sido detectada en 20-30% de los casos de
LDCGB, por lo cual se piensa que estos tumores se podrian originar de células del centro
folicular (Jacobson et al, 1993). Por otro lado, en la mayoria de los LF se ha demostrado al
menos otra anormalidad adicional en el cariotipo (De Jong, 2005). Aunque no hay una
evidencia directa de que estos eventos moleculares adicionales a la t(14;18) resulten en un
linfoma clinicamente evidente, la observacién de la acumulacion de maltiples lesiones génicas
que afectan protooncogenes durante la progresion de LF lleva a pensar en un mecanismo
similar.

Aproximadamente en un 10% de los casos de LF la proteina BCL-2 no puede ser
detectada mediante inmunohistoquimica, indicando la posibilidad de un mecanismo alternativo
de escape a la apoptosis. El protooncogén BCL-6 en 3g27 ha sido involucrado en 5-15% de los
rearreglos cromosoémicos en LF (Skinnider et al, 1999; Jaffe et al, 2001). El papel de la
activacion del BCL-6 como una sefial alternativa de la supervivencia de la célula se ha discutido
por varios grupos de investigacion con argumentos tanto a favor (Lopez-Guillermo et al, 1999;
Akasaka et al, 2003), como en contra (Jardin et al, 2002) de esta hipdtesis. Tampoco hay
evidencia del valor pronostico de los rearreglos del BCL-6 en LF (Tilly et al, 1994; Bastard et

al, 1994).
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Inmunofenotipo.

Las células tumordles de LF expresan las inmunoglobulinas de superficie
(IgM>IgD>1gG>IgA), los marcadores de linaje de linfocitos B (CD20, CD79a, Pax-5) y el
marcador del centro germinal (CD10 +/-), pero no el marcador de linfocitos T (CD5). Es notable
la expresion de la proteina BCL-2, que es caracteristica en linfomas foliculares y que se presenta
en la gran mayoria de los casos, de tal manera que permite distinguir los foliculos reactivos de
los neoplésicos. La determinacion del patrén de expresién de BCL-2 es una de las principales

herramientas para la definicion del diagnostico de LF.

Transformacion de LF en LDCGB

En algunos casos los pacientes con LF pueden sufrir la transformacion morfologica a un
linfoma mas agresivo como el LDCGB. Usualmente estos eventos de transformacion se asocian
con el progreso rapido de la enfermedad, resistencia al tratamiento, empeoramiento del
prondstico y corta sobrevida de los pacientes (Hubbard et al.., 1982). Algunos trabajos reportan
la frecuencia de transformacion en 25-60% de los pacientes (Acker et al, 1983; Horning et al,
1984). Existe evidencia de que la transformacion histolégica de LF podria estar asociada con la
acumulacion de mutaciones en la region 5 reguladora no codificante del oncogén BCL-6
(Lossos y Levy, 2000) y que el subgrupo de LF con rearreglos del BCL-6 podria ser mas
propenso a eventos tempranos de transformacion (Akasaka et al, 2003). De tal manera que la
deteccion temprana de alteraciones en BCL-6 podria ayudar en la eleccion del tratamiento mas

adecuado y prevencion de la transformacion.

11



Linfoma difuso de células grandes inmunofenotipo B.

El linfoma difuso de células grandes inmunofenotipo B (LDCGB) se define como un
linfoma compuesto por células grandes con nucleos vesiculares, un nucleolo prominente y alto
indice de proliferacion (Harris et al, 1994). La incidencia de esta enfermedad se ha estimado en
mas de 25,000 casos al afio en Estados Unidos (Jaffe et al, 1997).

El LDCGB se considera un grupo heterogéneo de tumores que varia en su contenido
celular, fenotipo, citogenética, caracteristicas moleculares, sitios de presentacion e historia
natural de enfermedad (Barrans et al, 2002). Este proceso neoplasico se puede desarrollar de
novo o derivar de un linfoma indolente previo, como linfoma de zona marginal o linfoma
folicular. A pesar de que el LDCGB se describe como una sola entidad en la clasificacion de la
OMS, se reconocen actualmente diversas variantes morfoldgicas y fenotipicas. Se ha visto que
el curso clinico del LDCGB es muy variables entre los pacientes, la mayoria tiene una respuesta
inicial positiva a la quimioterapia, sin embargo menos de la mitad logran mantenerse en
remision prolongada (The Non-Hodgkin's Lymphoma Classification Project, 1997; Vose, 1998).

Estas variaciones se han atribuido tentativamente a las diferencias en la expresion génica
de las células tumorales. De manera normal el linfocito B atraviesa varias etapas de maduracion
y diferenciacion en el foliculo del ganglio linfatico. La mayoria de estos eventos ocurren en el
centro germinal (CG), la estructura principal del foliculo que se compone de células blasticas
pequerias, centroblastos, centrocitos y ocasionalmente de células plasmaticas. Las diferentes
etapas de diferenciacion del linfocito B incluyen el estado pre-CG, CG en si y post-CG. En cada
etapa especifica la expresion de diferentes marcadores celulares cambia. De tal manera que los
linfocitos virgenes que entran al CG expresan proteinas CD10 y BCL-6, mientras que las células
post-CG ademas expresan MUM1-IRF4, VS38c y CD138 (Colomer et al, 2003).

De a cuerdo al patron de expresion del ARNm determinado mediante las técnicas de

microarreglos de ADNCc, el LDCGB se puede subdividir en tres subtipos que influencian el
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prondstico de la enfermedad. En el primer subtipo las células tienen un patron de expresion
similar a los linfocitos B del centro germinal (BCG); en el segundo, el patron de expresion se
asimila mas a los linfocitos B activados (LBA) y el tercer subtipo es heterogéneo y no tiene una
definicion bien establecida (Alizadeh et al, 2000; Filipits et al, 2002). Se ha reportado que el
subtipo BCG se relaciona con una mejor respuesta inicial al tratamiento y mayor sobrevida, sin
embargo después de 5 afios estas diferencias con el subtipo LBA desaparecen (Poulsen et al,
2005).

Morfolégicamente el LDCGB presenta un patron de crecimiento celular difuso, a
diferencia de LF, practicamente no se observan las estructuras foliculares en los nddulos
linfaticos (figura 3a). En la mayoria de los casos se puede observar una cantidad aumentada de
células en mitosis. Un examen de mayor acercamiento muestra que este linfoma consiste de
células grandes caracterizadas por un pronunciado pleomorfismo nuclear, prominentes
nucleolos y un citoplasma basofilo (figura 3b). En un 20-25% de los casos un tipo celular puede
predominar sobre los otros, formando diferentes variantes morfoldgicas de LDCGB (Tabla 2).

El LDCGB se desarrolla a partir de los linfocitos B normales a diferentes etapas de
diferenciacion. La patogénesis del LDCGB representa un proceso de varios pasos que involucra
la acumulacion de maltiples lesiones genéticas que llevan finalmente a la seleccion de una clona

celular maligna.
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Figura 3. Caracteristicas morfolégicas de Linfoma Difuso de Células Grandes (B).

Cortes histoldgicos con tincidn de eosina y hematoxilina: a) un campo de tejido ganglionar con difusién de células, se
pierden las estructuras foliculares; b) la poblacion celular consiste predominantemente de células grandes con nicleos
pleomorficos. Modificado de Harris et al, 1994.

Tabla 2. Variantes morfoldgicas de LDCGB

Centroblastico

Inmunoblastico (con o sin diferenciacion de células plasméticas)
Anaplasico

Plasmablastico

Multilobulado

Linfoma de células B rico en células T / histiocitos

Modificado de Pileri et al, 2002b.
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Inmunofenotipo:

Las células del LDCGB expresan marcadores del linaje de linfocitos B
(CD19,20,22,79a) de manera similar al tejido linfoide sano. Los LDCGB nodulares se pueden
subdividir en tres grupos (tabla 3) de acuerdo al perfil de expresion de los marcadores

moleculares en el tejido tumoral (Zinzani et al, 2005).

Tabla 3. Inmunofenotipos de LDCGB

CD10 CD30 CD138 Bcl-2 Bcl-6 IRF4 Origen de derivacion

Grupo 1 + - - - + +/- BCG
Grupo 2 - +/- -[+ + - -+ LBA

Probablemente BCG o
Grupo 3 +/-/- - - + + -[+/-

post-CG

BCG = linfocitos B del centro germinal; LBA =linfocitos B activados. Modificado de Zinzani et al, 2005.

Hallazgos genéticos:

Molecularmente los LDCGB no son homogeéneos, existe una amplia variedad de
alteraciones cromosomicas determinadas mediante el analisis de citogenética convencional, que
incluyen tanto alteraciones numéricas como estructurales (tabla 4). No se ha definido una
anormalidad caracteristica de este grupo de linfomas; sin embargo, se han descrito los
mecanismos moleculares que influencian la aparicién de mutaciones en el ADN de linfocitos B
(Offit et al, 1991).

Los rearreglos que involucran la regién 3927 son anormalidades comunes en los
LDCGB vy se detectan en un 15-30% de los casos (Dalla-Favera et al, 1994; Bulter et al, 1997;
Vitolo et al, 1998). En la mayoria de los estudios genéticos de los LDCGB no se hace la
separacion de acuerdo al origen de linfoma, tal vez por eso el porcentaje de rearreglos del BCL6
es tan variable. Katzenberger et al (2004) en su estudio analizaron los LDCGB de origen
nodular y de origen extranodular por separado y encontraron que las alteraciones en el locus del
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gen BCL6 se dan en 25% de los linfomas nodulares y sélo en 7% de los linfomas

extranodulares.

Tabla 4. Rearreglos cromosomicos en los LDCGB

TRANSLOCACION

GENES INVOLUCRADOS

t(1;7)(q21;922)
t(1;13)(p32;q14)
t(1;14)(921;932)
t(1;22)(g22;q11)
t(3;2)(p27;p12)
t(3;3)(p27:029)
t(3;4)(q27;p13)
t(3;6)(p27;p12)
t(3;6)(p27;p21.3)
t(3;6)(p27;p21.2)
t(3;6)(p27;p21)
t(3;7)(p27,p12)
t(3;11)(p27;923.1)
t(3;12)(p27;12023-24.1)
1(3;13)(q27;q14)
t(3;14)(p27;932)
1(3;14)(p27;932)
t(3;16)(p27;p1l)
1(3;16)(p27;p13)
t(3;18)(p27;p11.2)
1(3;22)(p27;q11)
t(5;16)(?;q11-q12)
der(6)t(6;8)(q11;911)
t(10;14)(924;932)
t(14;15)(q32;q11-13)
t(14;18)(932;0921)
t(19;22)(913;q11-q13)

?
?

MUC1y IGH
FCGRIIBY IGL
BCL-6y IGK
BCL-6y TFRC
BCL-6 y RHOH/TTF
BCL-6 y HSP90B
BCL-6y HISTIHIA
BCL-6y PIM1
BCL-6y SFRS3
BCL-6y ZNFN1AL
BCL-6 y BOB/OBF1
BCL-6 y GADPH
BCL-6y LCP1
BCL-6 y HSP89A
BCL-6y IGH
BCL-6y IL21R
BCL-6 y MHCIITA
BCL-6 y EIF4AII
BCL-6y IGL

7

?
NFKB2 y IGH

IGH y BCL8

IGH Yy BCL2
?

Modificado de Xu et al, 2000 ; Vega y Medeiros, 2003



Caracteristicas de los rearreglos del BCL-6.

Las translocaciones que involucran la region 3g27 han sido identificadas en 1 de cada 6
linfomas malignos, principalmente en LNH de linfocitos B y han sido asociados a variantes
agresivas como el LDCGB (Bastard et al, 1994; Lo et al, 1994). Debido al interés en aclarar
posibles mecanismos fisiopatologicos de las neoplasias en cuestion, se buscaron genes
candidatos en 3g27. Varios autores coincidieron en la identificacion del proto-oncogen
actualmente denominado B-cell lymphoma 6 (BCL-6) * (Offit et al, 1989; Bastard et al, 1992;
Ye et al, 1993; Baron, et al, 1993; Kerchaert et al,1993).

La mayoria de las rupturas identificadas en BCL-6 ocurren dentro de la regién
reguladora altamente conservada de 4.0 kb llamada el sitio principal de puntos de rupturas
(MBC)? (Bastard et al, 1994). Esta regi6n abarca el promotor, el primer exén no codificante y la

region 5’ del primer intron del gen (figura 4), siendo esta Gltima unidad la mas afectada por las

rupturas.
Figura 4. Distribucion de los puntos de translocacion del BCL-6.
MBC
5‘ SI
BCLé6 1 2
_ Jkﬂmmaj 1 I l‘
e S 1kb
— ~
- - =~ S~
- = =~ =~
- hiperconjunto de los ~o
= puntos de ruptura ~o
_ T T I T T 1
| 200bp

Modificado de Akasaka et al, 2000.

! También conocido como BCL5, BCL6A, LAZ3, ZBTB27, ZNF51

2 Major Breakpoint Cluster (MBC)
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Los genes compafieros de la translocacion del BCL-6 comunmente son genes de
inmunoglobulinas localizados en las bandas cromosdémicas 2p12, 14g32 y 22q11. Sin embargo
hay una variedad de otros cromosomas que también se pueden combinar en las translocaciones
con el cromosoma 3, un fendmeno llamado “translocaciones promiscuas” (Akasaka et al, 2000;
Lossos et al, 2000). Como resultado de este fendmeno, el gen BCL-6 se fusiona con mas de 15
genes diferentes (tabla 4) (Xu et al, 2000).

La regién reguladora que contiene al promotor del BCL-6 es removida o alterada por las
translocaciones. Asi, los exones 2-10 del BCL-6 son yuxtapuestos rio abajo del gen con el que
se fusiona y que tiene su propia region reguladora (Ye et al, 1995; Chen et al, 1998). Como
resultado de este mecanismo denominado “sustitucion del promotor”, los promotores
heterdlogos llevan a la expresion desregulada de los exones codificantes intactos del BCL-6. De
tal manera que, a diferencia de otro tipo de translocaciones en las que la fusién de dos genes
resulta en la formacion de una proteina truncada, en este caso se obtiene una proteina
totalmente normal, pero que se expresa de manera descontrolada a falta de region reguladora
propia.

Como ya se ha mencionado, el mayor nimero de alteraciones del gen BCL-6 se presenta
en el LDCGB. A nivel cromosémico se observan translocaciones reciprocas en el 35% de los
casos, encontrandose ademas mutaciones en un 75% (figura 5). La distribucion de los sitios de
ruptura se sobrepone a la region que es afectada por las mutaciones somaticas, sugiriendo un
mecanismo comun para ambas aberraciones (Akasaka et al, 2000).

La fuente de estas mutaciones es un proceso natural llamado “hipermutaciones
somaticas” (HS). Se lleva a cabo en linfocitos B durante las reacciones del centro germinal y su
principal finalidad es generar la diversidad de anticuerpos por medio de la introduccion de
rearreglos en los genes de IgV. La tasa de mutaciones durante este proceso es muy alta,
aproximadamente de 10°3-10*/pb/generacién (Pasqualucci et al, 2003a). Sin embargo se ha
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demostrado que los genes IGV no son el Unico blanco de HS. EI gen BCL-6 también es afectado
por este proceso, aunque con una tasa mutacional 50 veces menor (Pasqualucci et al, 1998;
Shen et al, 1998).

Figura 5. Translocaciones cromosémicas y mutaciones somaticas en la
region 5’ no codificante del BCL-6 en el LDCGB.

VSLOCACIONES
CROMOSOMICAS

(35% de los casos)

Sustitucion del promotor

A

[H[:TACIDNES } ' kb

(75% de los casos)

Modificado de Psqualucci et al, 2003a.

Se desconocen las consecuencias funcionales de las mutaciones del gen BCL-6 en
linfocitos B del CG normales, pero se ha visto que la sustitucion de nucleétidos especificos
asociada a LDCGB puede desregular la transcripcion del producto proteico del gen

interrumpiendo la autorregulacion negativa (Wang et al, 2002; Pasqualucci et al, 2003b).
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Actividad biolégica de la proteina BCL-6.

BCL-6 codifica para una fosfoproteina nuclear de 95 kD que pertenece a la familia de
factores de transcripcion con dominios de dedos de zinc BTB-POZ (Chang et al, 1996; Seyfert
et al, 1996). BCL-6 contiene seis dominios de dedos de zinc (DZ) Cys,-Hys, en el extremo C
(Kerckaert et al, 1993). Esta proteina funciona como un potente represor de transcripcion. Se
une directamente a secuencias especificas en el ADN mediante el dominio de DZ en el extremo
C y recluta complejos correpresores especificos con el dominio POZ en el extremo N.

La expresion de BCL-6 es sobre-regulada de 3 a 4 veces en los linfocitos B del centro
germinal en ganglio linfatico normal (Baron 2002). En los tejidos neoplasicos que sufren
alteraciones de la region 3927, se desregula la expresion de BCL6, sin embargo no se ha podido
relacionar el nivel de expresién con la presencia de rearreglos (Skinnider et al, 1999).

Una de las principales propiedades de la proteina BCL-6 es su capacidad de reprimir la
trascripcion génica. En las células somaticas el dafio al ADN inducido por factores ambientales
lleva al arresto del ciclo celular y apoptosis. Esta respuesta es desencadenada por la expresion
del gen TP53 que codifica para la proteina supresora de tumores p53 (respuesta p53-
dependiente) y del gen CDKN1A que codifica para la proteina p21 inibidora de cinasa
dependiente de ciclina (respuesta p53-independiente). Durante los procesos de hipermutaciones
somaticas y cambio de clase de inmunoglobulinas en los linfocitos B del centro germinal se
incrementa el nimero de rupturas del ADN vy las células tienen riesgo de entrar en apoptosis.
Existe la evidencia de que BCL-6 inhibe la respuesta p53-dependiente reprimiendo directamente
la trascripcion del gen TP53 (Phan y Dalla-Favera, 2004). Otros estudios recientes muestran
que BCL-6 se une a traves del activador transcripcional Miz-1 a la regién promotora del gen
CDKN1A suprimiendo de manera activa la expresion de la p21 e inhibiendo de esta manera la

respuesta p53-independiente (Phan et al, 2005).
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Il. HIPOTESIS
En muestras de tejido ganglionar de los pacientes con Linfoma Difuso de Células Grandes

inmunofenotipo B se encontrara mayor nimero de alteraciones numéricas y/o estructurales del

gen BCL-6 dentro de la region 3927 que en las muestras con Linfoma Folicular.

21



I11. OBJETIVOS

Objetivo general:

Comparar la frecuencia de alteraciones estructurales y numéricas del gen BCL-6 en Linfoma

Folicular y Linfoma Difuso de Células Grandes tipo B determinada mediante la técnica de

hibridacion in situ con fluorescencia (FISH) en muestras de tejido parafinado.

Objetivos especificos:

e Realizar extraccion de ndcleos de las muestras del tejido ganglionar preservado en

bloques de parafina.

e Determinar la presencia de las alteraciones estructurales y/o numéricas de la region 3q27

en las muestras de tejido ganglionar usando la técnica de FISH en ndcleos en interfase.

e Determinar la proporcién de las aberraciones numéricas y/o estructurales del gen BCL-6

en muestras con LDCGB y LF.
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IV. METODOLOGIA Y TECNICAS
Muestras.

Se utilizaron muestras de tejido parafinado de ganglios linfaticos preservados en el
archivo de muestras patologicas del Instituto Nacional de Cancerologia (INCAN). Para los
propositos de este trabajo se seleccionaron casos de LF y LDCGB que fueron diagnosticados
durante el periodo de los afios 1997-2004.

Después de evaluar cada caso, se incluyeron en el estudio solo aquéllos que cumplieran
con los criterios establecidos (Tabla 5). Se decidié excluir los casos de LF grado III debido a las
diferencias morfolégicas y moleculares que tienen con respecto a otros casos de LF. La
presencia de alta proporcion de células grandes, zonas difusas y baja frecuencia de t(14;18) los
asemeja mas a los LDCGB y podrian confundir el estudio, ya que se buscan diferencias

categoricas entre los dos tipos de linfomas.

Tabla 5. Criterios de seleccion para los casos

CRITERIOS DE INCLUSION CRITERIOS DE EXCLUSION

LF grado III
LF primario ganglionar grados I/I1 )
Tratamiento previo a la biopsia
LDCGB primario ganglionar
Otros padecimientos de caracter maligno

Para confirmar el diagnodstico inicial, todas las muestras fueron sometidas a evaluacion
de los cortes histologicos previamente tefiidos con hematoxilina y eosina. El diagndstico de
LDCGB y la definicion del grado de LF se realizaron siguiendo los criterios y recomendaciones
establecidos en la clasificacion REAL/OMS para los linfomas no-Hodgkin (Harris et al, 1994;
Jaffe et al, 1998). La parte de diagnostico morfologico e inmunohistoquimico se llevo a cabo

en el Departamento de Patologia del INCAN.

23



Aparte de los casos clinicos, se incluyeron muestras de ganglios hiperplasicos como
controles para el andlisis citogenético-molecular. El criterio de inclusion para los controles fue
la ausencia de células malignas. Estas muestras de tejido no neoplasico se usaron para establecer
el valor de corte en el andlisis de FISH. En vista de que el proceso de hipermutaciones
somaticas ocurre de manera fisioldgica, existe cierta posibilidad de que los rearreglos del BCL-6

se presenten en la poblacion celular normal.

Obtencion de nucleos en interfase.

La técnica de extraccion de nucleos de muestras preservadas en parafina se fue
modificando con el propdsito de obtener una mejor calidad de sefiales fluorescentes durante la
realizacion del FISH. Varios investigadores han utilizado la extraccion de nucleos del tejido
parafinado para el estudio de muestras patologicas con ciertas modificaciones de la técnica
(Hedley et al, 1983; Remstein et al, 2000; Pickering et al, 2001; Paterndster et al, 2002). A
grandes rasgos esta técnica consiste en desparafinar y disgregar los cortes finos o gruesos del
tejido preservado, lo cual permite la facil liberacion de las células al ser sometidas a enzimas de
digestion, obteniéndose una suspension de nucleos individuales practicamente libres de
parafina.

La extraccion de nucleos a partir de los cortes gruesos (25-40 pm) tiene ventajas sobre el
uso de los cortes finos (3 wm) montados en laminillas, ya que disminuye considerablemente la
cantidad de ntcleos sobrepuestos, permite una mejor calidad de resolucion de las sefales
fluorescentes, menor interferencia y por lo tanto facilita el analisis.

A continuacién se describe la técnica de extraccion de nucleos descrita previamente por
Heiden et al (1991) y optimizada para este estudio. En este trabajo se utilizaron de 5 a 10 cortes

de 25 um de grosor por muestra.
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TECNICA DE EXTRACCION DE NUCLEOS A PARTIR DEL TEJIDO PRESERVADO EN
PARAFINA'.

Desparafinado:

1. Los cortes de tejido se sometieron a 6 lavados con xilol durante 10 min c/u, en el
horno a 65°C.

2. Entre lavados, el xilol fue removido con una micropipeta con cuidado de no perder el
tejido.

3. El tejido se re-hidrato en serie de etanol (95%, 75% y 50% v/v) por 2 min en cada uno.

4. Después el tejido fue desintegrado manualmente con la punta de un clip largo
parcialmente enderezado y desinfectado.

5. Se eliminaron los restos del etanol por evaporacion, dejando secar el tejido al aire.

Tratamiento con proteinasa K:

6. Se adicionaron 400 ul de solucion de proteinasa K 0.005% recién preparada al tubo de
microcentrifuga con los cortes desparafinados desintegrados y secos.

7. La suspension se incub6 a 37° C durante 90 min.

8. Para ayudar con la digestion enzimatica las muestras fueron homogeneizadas cada 20
minutos durante 3 segundos en el agitador de tubos.

9. Las células extraidas se concentraron por centrifugacion a 1200 rpm durante 10 min.

10. El sobrenadante fue retirado con la ayuda de una micropipeta, los nucleos fueron
lavados por resuspension en 400 pL de PBS. Se centrifugaron a 1200 rpm durante 10
min.

Fijacion:

11. El paquete celular se lavo 2 veces en 200 pL de fijador Carnoy. Se centrifugd a 1200
rpm durante 10 min.

12. El paquete celular se resuspendio en 50-100 pL de fijador Carnoy.

13. Se dejo caer una gota de la suspension de ntcleos en el centro de un portaobjetos.

14. El resto de la suspension de los nucleos aislados se preservé a -70°C.

15. La laminilla se dej6 a temperatura ambiente durante toda la noche.

16. La proporcion y distribucion de los nucleos se evalud por microscopia de contraste de
fases y se delimité un area de 20x20 mm con abundante cantidad de nucleos sin

sobreposicion, ni restos de tejido no digerido.

' La informacion sobre los reactivos y soluciones se proporciona en el anexo al final.
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El paso inicial de extraccion de nucleos donde los cortes son sometidos a varios lavados con
xilol a temperatura de 65° C, es el paso critico de la técnica. Se debe lograr un buen
desparafinado del tejido, lo cual depende principalmente del tipo de la parafina utilizada en la
preservacion, de tal manera que en algunas muestras puede ser necesario repetir el
procedimiento aumentando el numero de los lavados. El aumento en la temperatura o el tiempo
de lavado no afectan de manera considerable el correcto desparafinado del tejido, como se

observé durante el desarrollo de la técnica (datos no mostrados).

Deteccion de los rearreglos del BCL-6.

La posicién telomérica de la regiéon 3q27 hace que la determinacion de las
translocaciones que involucran este locus sea muy dificil mediante técnicas de la citogenética
convencional. Ademas, en el estudio de los linfomas la muestra mas conveniente es el tejido
afectado y frecuentemente s6lo se cuenta con las muestras preservadas en parafina. En estos
casos el estudio de cariotipo queda descartado automaticamente, ya que no se puede realizar un
cultivo celular.

El método de citogenética molecular de Hibridacion in situ con Fluorescencia (FISH) es
una opcién util para la deteccion de alteraciones cromosémicas en linfomas. Las ventajas
principales de FISH consisten en un tiempo de preparacion relativamente corto y analisis de las
muestras, posibilidad de utilizar muestras congeladas o preservadas en parafina y posibilidad de
deteccion de rearreglos mas pequenos de los que se pueden observar mediante tincion con
bandas G. En el caso especifico de la region 3q27, FISH es la técnica de eleccion para la
deteccion de rearreglos cromosémicos. Utilizando un diseno de sonda de ADN especifico para
la region es posible determinar si hay o no alteraciones de la misma, independientemente de

otros cromosomas involucrados (Sanchez-Izcuierdo et al, 2001).
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Sonda para FISH.

Para la deteccion del rearreglo en el gen BCL-6 se utilizo la sonda comercial break-apart
bicolor LSI*> BCL6 (Visys®, No0.32-191016) para la regién 3q27. Esta sonda consiste de dos
fragmentos de ADN que se localizan en ambos lados del gen BCL-6 (figura 5). En el extremo 5’
se ubica la sonda de 300 kb marcada con fluorocromo Spectrum Orange® y en el extremo 3’ la
sonda de 600 kb marcada con Spectrum Green®. La estrategia de utilizar dos sondas que
flanquean el gen fue desarrollada y validada por Sanchez-Izquierdo et al, (2001) con el objeto
de identificar diferentes rearreglos del BCL-6 independientemente del tipo de translocacion,
sobre todo debido a la variedad de cromosomas con los que se transloca esa region del
cromosoma 3. De tal manera que cualquier ruptura dentro del BCL-6 se podra visualizar como
resultado la separacion de las sefiales fluorescentes roja y verde.

Nucleos con dos senales verde/naranja fusionadas (2F) fueron definidos como
normales. Nucleos con una sefal fusionada y una separacion de senales verde y naranja
(1F1VIN) fueron definidos como nucleos con rearreglo del BCL-6 en 3q27. Nucleos con tres
sefales fusionadas (3F) se consideraron como duplicacion total o parcial del cromosoma 3, y
nucleos con dos sefiales fusionadas y una separada se consideraron como coexistencia de
trisomia del cromosoma 3 y rearreglos del BCL-6 en uno de ellos (figura 6).

Es importante indicar que la distribucién de la cromatina y la posicion del ntcleo
durante la fijacion influye en la presentacion final de las senales fluorescentes. Una region 3q27
normal se puede observar como dos sefiales sobrepuestas (figura 7a), juntas (figura 7b), o
ligeramente separadas (figura 7c), mientras que en una ruptura de BCL-6 hay separacion
completa de las sefales (figura 7d). Por las caracteristicas propias del disefio de la sonda
comercial, hay un espacio de 42 kb entre las sondas verde y naranja, esto puede ocasionar una

ligera separacion al momento de la lectura aun en un cromosoma normal. El criterio para definir

* Locus Specific Identification
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que una sefal representa una ruptura verdadera del BCL-6 se establecidé considerando que la
distancia entre las sefiales verde y naranja debe ser mayor al didmetro (D) de una sefial simple

en el mismo nucleo (figura 7e).

Figura 5. Caracteristicas de la sonda LSI BCL-6 de separacion para la region 3g27.
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22
21
14
13
12 BCLE
11.2 3! EI
131
13.3
21 I
:
. }17 600 kh—|-| |4|— -300 kb—I-|
261
223 LS| BCL6
-
29

3

Modificado de Vysis® Product Catalog, 2005.
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Figura 6. Patrones de sefiales esperados de la sonda LSI BCL-6 en ndcleos en interfase.

b c

;-

3 der(3) der(A)

a
3 3

a) 2F normal; b) 1IF1VIN ruptura en el BCL-6; c) 3F trisomia del 3; d) trisomia del 3 con ruptura en el BCL-6.

Figura 7. Tipos de sefiales de la sonda LSI BCL-6.
. .

a,b,c) sefiales fusionadas o conjuntas que representan la region 3q27 normal; d) sefiales

separadas que representan la ruptura del BCL-6; e) la distancia entre las sefiales debe

ser mayor al didmetro de una sefial para que se considere una ruptura.
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PREPARACION PARA REALIZAR LA TECNICA DE FISH’.

Pretratamiento:

1.

2.

3.

Las laminillas se calentaron en el horno a 65° C durante 2 min y se sumergieron en la
solucion SSC 2X a 37° C durante 15 min

Los nucleos sobre las laminillas se sometieron a digestion con pepsina recién
preparada a 37° C durante 8§ min

Se deshidrataron en etanol al 70%, 85% y 100% v/v por 2 min en cada uno a

temperatura ambiente

Co-hibridacion:

4.

5.
6.

7.

Se aplicaron 10 uL de la solucion de la sonda LSI BCL-6: 1 puL de sonda, 2 uLL de agua
y 7 uL solucién amortiguadora de hibridacion (Vysis®, # Cat:30-670005)

Se sello el cubreobjetos con cemento Iris

La sonda y el ADN blanco fueron desnaturalizados simultdneamente a 80° C durante 8
min en el sistema de hibridacion “Hybrite” (Vysis®, USA)

La hibridacion se complet6 a 37° C durante 4-20 h en cdmara himeda del equipo de

hibridacion

Contratincion:

8.

10.
1.

12.

Se retir6 el cemento Iris y las laminillas fueron sumergidas en SSC 2X/ 0.1% NP-40 a
temperatura ambiente aplicando ligera agitacion para remover los cubreobjetos

Se sumergieron en SSC 0.4X/0.3% NP-40 a 75° C por 2 min

Se sumergieron en SSC 2X/ 0.1% NP-40 a temperatura ambiente por 1 min

Se adicionaron 8 pL del colorante de contraste DAPI* (Vysis®, # Cat: 30-804831), se
coloco el cubreobjetos y se sellé con cemento Iris.

Se dejo a -20° C, protegido de la luz, de 1 a24 h

El analisis de las sefiales se realizo directamente en el microscopio de fluorescencia Leica® DM

RXA II con lampara de halégeno como fuente de excitacion y filtros BP545/30, BP620/60 y

BP340/380 para la deteccion de la luz emitida por los fluorocromos Spectrum Green, Spectrum

Orange y DAPI, respectivamente. Con el uso del programa de computo QFISH se cre6 el

archivo de imagenes de muestras de LF y LDCGB.

3 La informacion sobre los reactivos y soluciones se proporciona en el anexo al final.
* DAPI= 4',6-Diamidino-2-fenilindol diclorhidrato, emite fluorescencia en el espectro UV
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V. RESULTADOS

El diagndstico de LF se confirmd en los 36 casos de los que fueron seleccionados del
archivo de muestras patoldgicas, INCAN. De éstos sélo se incluyeron 13 casos que mostraron
patrén morfoldgico consistente con los grados | y Il. Los 23 casos de LF grado Il fueron
descartados y excluidos del estudio. La distribucion de los casos de LF de acuerdo al grado
histoldgico se resume en la tabla 6. El diagnéstico basado en la morfologia tisular y celular para
las muestras seleccionadas se confirmé mediante pruebas inmunohistoquimicas. Todas
presentaron valores positivos para la expresion de la proteina BCL-2 y el marcador de superficie

CD20, indicando el linaje de linfocitos B.

Tabla 6. Distribucion de casos de LF por grado histoldgico.

GRADO PACIENTES

I 4/36
I 9/36
I 23/36

El tamafio de la muestra para el grupo de LDCGB se estableci6 con base en la cantidad
de casos identificados con el diagnostico de LF. Se seleccionaron 13 muestras con LDCGB y se
confirmé el diagnéstico mediante la evaluacion de morfologia celular. Todas las muestras de
tejido presentaron patron caracteristico de difusion de células grandes con perdida de limites
foliculares. El inmunofenotipo celular fue consistente con la linea celular de linfocitos B al

presentar valores positivos de inmunodeteccion para CD20.

Extraccién de nucleos.
Se extrajeron nicleos celulares de las 29 muestras incluidas en el estudio (26 casos, 3

controles). La cantidad de nucleos extraidos de los cortes de tejido parafinado fue variable en
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todas las muestras. Es probable que estas variaciones se atribuyan a las caracteristicas propias
del tejido ganglionar, tamafio de la biopsia y el tipo de parafina utilizada. La concentracion de
los nacleos aislados se ajustd durante la preparacion de las laminillas. Se buscé un area para el
analisis por FISH mediante la observacion al microscopio en contraste de fases con el objetivo
de 16Xy se seleccion6 aquella que tuviera la menor cantidad posible de nlcleos sobrepuestos y

restos de tejido no digerido.

FISH

Se evaluaron 200 nucleos en cada una de las muestras, con excepcién de un caso de
LDCGB donde se contaron sélo 135 nucleos. En las muestras-control del tejido ganglionar se
evaluaron 1000 nucleos por muestra. La mayoria de las sefiales fluorescentes obtenidas en cada
una de las muestras mostraron buena definicion e intensidad de fluorescencia de las sefiales y
fueron facilmente identificadas y diferenciadas.

Aplicando la sonda LSI se evidenciaron las disrupciones del gen BCL6 en 3g27. Dicha
sonda tiene ademas la capacidad de detectar las copias adicionales de la misma regién
cromosomica. Se determiné el promedio y la desviacion estandar de la frecuencia de nucleos

con alteraciones en la region 3g27 en las muestras de ganglios con hiperplasia (Tabla 7) con el

Tabla 7. Determinacion del valor de corte en base a resultados de FISH para 3927 en las

muestras de ganglios con hiperplasia.

; TRISOMIA 3 CON
RUPTURA EN 3g27 TRISOMIA 3
RUPTURA EN 3q27

Intervalo (%) 1.3-32 08-1.1 03-15
Valor promedio (%) 2.07 0.80 0.97
Desviacidn Estandar (%) 1.00 0.30 0.61
Valor de corte * 5.07 1.70 2.80

* valor promedio mas 3DE
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objeto de evaluar la frecuencia de falsos-positivos. El valor de corte se establecié considerando
3 desviaciones estandar sobre el promedio. De tal manera que las muestras que tuvieran mas de
5.07 % de sus células con las sefiales 1F1V1N se consideraron positivas para la ruptura del
BCL-6; las muestras con mas de 1.7% de células con tres sefiales fusionadas se consideraron
positivas para la trisomia del cromosoma 3 y las muestras con mas de 2.8% de células con
sefiales 2F1V1N se consideraron positivas para la asociacion de ambos rearreglos.

Los resultados de la evaluacion de los ndcleos en interfase con la sonda LSI para la
region 3g27 en muestras de ganglios linfaticos se presentan en la tabla 8. Cabe mencionar que
existe heterogeneidad de los valores observados en el grupo de los tumores de LF y LDCBG,
situacion que si bien también existe en los controles, es de mucha menor magnitud.

La fraccion porcentual de los nucleos normales en cada muestra de LF varia entre 70.0 y
98.0% con un valor promedio de 90.0%. En el grupo de LDCGB los valores minimo y méximo
son aparentemente inferiores, de 45.5 y 97.0% con un promedio de 81.0%. Sin embargo, al
realizar la comparacion de fracciones de células normales entre ambos grupos aplicando la
prueba t de Student, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p=0.100).

En ambos grupos de tumores hay algunos valores extremos que sobrepasan las dos
desviaciones estandar del valor promedio de células afectadas en cada grupo. Este es el caso de
las muestras LF776 y LD975 para las rupturas en 3g27; LF488 y LD863 para la trisomia del 3 'y
LD379 para ambas alteraciones. Se realiz6 un ensayo estadistico de comparacion en el que se
eliminaron estos valores sobresalientes. Al comparar el numero de células afectadas en cada
grupo (LF y LDCGB) con los controles y entre si, no se detectaron diferencias significativas

(p>0.05) en ninguna de las comparaciones.
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Tabla 8. Resultados de FISH con sonda LSI para la region 3927 en nucleos en interfase.

RUPTURA EN TRISOMIA 3 4 SENALES
MUESTRA NORMAL 3927* TRISOMIA 3%* CE:SI:\),I RUPTURA NORMALES TOTAL
2771
n % % n % n % n %

LF776 140 70.0 58 29.0 1 0.5 1 0.5 0 0.0 200
LF488 148 735 4 2.0 43 21.5 4 2.0 0 0.0 200
LF345 162 81.0 8 4.0 8 4.0 0 0.0 22 11.0 200
LF527 181 90.5 0 0.0 13 6.5 6 3.0 0 0.0 200
LF848 185 92,5 11 5.5 2 1.0 2 1.0 0 0.0 200
LF526 186 93.0 5 25 5 25 4 2.0 0 0.0 200
LF764 187 93.5 5 25 6 3.0 2 1.0 0 0.0 200
LF354 188 94.0 2 1.0 8 4.0 2 1.0 0 0.0 200
LF780 191 95.5 6 3.0 3 15 0 0.0 0 0.0 200
LF495 191 95.5 7 35 0 0.0 2 1.0 0 0.0 200
LF563 192 96.0 5 25 3 15 0 0.0 0 0.0 200
LF947 195 97.5 2 1.0 0 0.0 3 15 0 0.0 200
LF769 196 98.0 1 0.5 2 1.0 1 0.5 0 0.0 200
LD863 83 415 0 0.0 109 54.5 8 4.0 0 0.0 200
LD975 97 48.5 99 49.5 3 15 1 0.5 0 0.0 200
LD610 125 62.5 10 5.0 9 45 21 10.5 35 175 200
LD361 93 68.9 4 3.0 31 23.0 7 35 0 0.0 135
LD379 153 76.5 5 25 0 0.0 42 21.0 0 0.0 200
LD169 179 89.5 5 25 10 5.0 4 2.0 2 1.0 200
LD222 183 91.5 4 2.0 8 4.0 5 25 0 0.0 200
LD111 188 94.0 7 35 3 15 2 1.0 0 0.0 200
LD941 188 94.0 4 2.0 6 3.0 2 1.0 0 0.0 200
LD275 189 94.5 6 3.0 3 15 2 1.0 0 0.0 200
LD733 191 95.5 2 1.0 5 25 2 1.0 0 0.0 200
LD354 192 96.0 2 1.0 3 15 3 15 0 0.0 200
LDO030 194 97.0 2 1.0 4 2.0 0 0.0 0 0.0 200
CTRL1 945 94.5 32 3.2 8 0.8 15 15 0 0.0 1000
CTRL2 967 96.7 17 1.7 5 0.5 11 11 0 0.0 1000
CTRL3 973 97.3 13 1.3 11 1.1 3 0.3 0 0.0 1000

* valor de corte 5.1%;

** valor de corte 1.7%; t valor de corte 2.8%.



Las frecuencias de rearreglos del gen BCL-6 dentro de cada grupo diagnéstico fueron
demostrados por la disrupcién de la regién 3g27 y la deteccion de copias adicionales de la
misma regién. Los resultados de las frecuencias de ganglios con alguna alteracién cromosémica
se resumen en la tabla 9 y se presentan en la grafica 1. En el grupo de LF se encontraron 2 casos
con rearreglos en 3927 presentando entre 5.5% y 29% de células positivas para la ruptura. En
este grupo la trisomia del cromosoma 3 se detectd en 6 casos, con 2.5 — 21.5% de células
positivas. En ninguno de los casos de LF evaluados se encontraron ambas clonas celulares al
mismo tiempo (considerando los valores de corte), por lo que pareceria que la trisomia del
cromosoma 3 vy las translocaciones de 3927 son mutuamente excluyentes. Por otro lado, hubo
un caso de LF que presentd una proporcién baja (3%) de células con trisomia 3 y rearreglo del
BCL-6 asociados. Ademaés, se encontré un caso con 11% de células que tenian 4 sefales
fusionados.

El grupo con LDCGB presentd resultados de incidencia muy similares a los de LF,
aunque ligeramente mas altos para la mayoria de las caracteristicas evaluadas. Los rearreglos
de 3g27 se encontraron solamente en un caso, pero con una proporcion celular (49.5%)
aparentemente mas elevada que en LF. La situacion es diferente para la trisomia del
cromosoma 3 que se observd en 8 casos de LDCBG, donde la proporcion de células positivas
varia entre 2.0 y 54.5%. Al igual que para la asociacién de ambas alteraciones que se detect6 en
4 casos de LDCGB con valores entre 3.5 y 21.0% de células por muestra. Y por ultimo, las
células con 4 sefiales normales se detectaron en dos casos de LDCGB con valores de 1.0% vy
17.5% respectivamente.

Se observd que en el grupo con LF, 5 casos de 13 evaluados no presentaron los
rearreglos caracteristicos del gen BCL-6, ni alteraciones numéricas del cromosoma 3. De
manera muy similar, 3 casos de LDCGB mostraron un patron normal de las sefiales de FISH
para la regién 3qg27.
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En la figura 8 se presentan ejemplos de analisis mediante FISH en ndcleos en interfase
de muestras de tejido preservado en parafina con sonda LSl BCL-6. En la muestra de LF (figura
8a) las flechas sefialan nucleos con la ruptura en la region 3g27. Se observa la sefial
verde/naranja que representa la region 3927 normal y dos sefiales, verde y naranja, claramente
separados, que indican una ruptura del cromosoma 3. En la imagen de la muestra de LDCGB
(figura 8b) las flechas indican las células con tres sefiales fusionados, que representan trisomia
del cromosoma 3. En la parte inferior de la figura se exponen ejemplos de nucleos con sefiales
que se han encontrado durante el analisis, un nacleo normal, uno con rearreglo del BCL-6 , uno
con trisomia del cromosoma 3 y uno con 4 sefiales normales (figura 8c-g, respectivamente).

Figura 8. Deteccion de rearreglos en 3927 por FISH en nucleos en interfase.

c f
'
-
il L

a) LF positivo para rearreglos del BCL-6, los nlcleos con ruptura en 3927 se sefialan con flechas blancas; b) LDCGB

positivo para la trisomia del 3, las flechas amarillas indican los nicleo con tres sefiales fusionadas; ¢) ejemplo de un nucleo
normal; d) nucleo con la ruptura en 3g27; €) ndcleo con trisomia del cromosoma 3; f) nicleo con trisomia del 3 que

ademas presenta ruptura en 3g27; g) nucleos con 4 sefiales normales.

36



Tabla 9. Frecuencia de individuos con alteraciones del BCL-6 en cada grupo.

TOTAL DE MUESTRAS

RUPTURA _ TRISOMIA 3 CON 4 SENALES
GRUPO CON ALTERACIONES TRISOMIA 3
, EN 3927 RUPTURA EN 3927 NORMALES
DIAGNOSTICO DE 3qg27
n % n % n % N % n %
LF 8/13 61.54 2/13 15.38 6/13 46.15 1/13 7.69 1/13 7.69
LDCGB 10/13 76.92 1/13 7.69 8/13 61.54 4/13 30.77 2/13 15.38

Grafica 1. Frecuencia de alteraciones del BCL-6 en pacientes con LF y LDCGB.

70
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1 2 3 4

% de casos positivos

1-RUPTURA EN 3¢27; 2 - TRISOMIA DEL 3; 3 - TRISOMIA DEL 3 CON RUPTURA EN 3q27;
4 - 4 SENALES NORMALES.
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V1. DISCUSION
Aspectos técnicos y metodologicos.

El uso de FISH en los tejidos tumorales tiene el riesgo de observar sefiales erréneas en
cierta proporcion de los nicleos en interfase. Para conocer la proporcion de estos nicleos y
controlar el error de apreciacion (falsos positivos y falsos negativos), se recomienda analizar
una cierta cantidad de células de sujetos normales y determinar estadisticamente un valor de
corte de “normalidad” (Sanchez-lzquierdo, 2001). La fidelidad de las sefiales observadas
depende de la sonda de ADN que se utiliza, del tejido y del procedimiento de FISH, por lo tanto
siempre se recomienda establecer un valor de corte en cada laboratorio y para cada observador
en particular. Sanchez-lzquierdo et al (2001), determinaron un promedio de 0.44% (DE =
0.73%) de las sefiales falsas-positivas durante la validacion del ensayo para la sonda de
separacion 3g27 en nucleos en interfase. En su caso el valor de corte que establecieron fue de
2.6%. En nuestro trabajo el valor promedio de falsos-positivos determinado fue mas elevado,
2.07% (DE = 1.00%) y el valor de corte definido fue de 5.1%. Cabe mencionar que las muestras
que se usaron en el ensayo de Sanchez-lzquierdo fueron de donadores sanos de sangre
periférica, sin embargo, en nuestro estudio las muestras control fueron del tejido ganglionar
hiperplasico. Debido a que el tejido sano en el centro germinal del ganglio esta expuesto al
proceso de hipermutaciones somaticas en un 30-50% de los linfocitos B (Pasqualucci et al,
1998; Peng et al, 1999), existe la posibilidad de que ocurran las rupturas en la region 3g27 en
una proporcion muy baja de células normales. El valor de corte determinado en otros estudios
similares donde también utilizan una sonda de separacion varia entre 4.5% y 10% (Paterndster
et al, 2002; Barrans et al, 2002). La técnica de FISH en nucleos de interfase con sonda brake-
apart de doble color permiti6 cuantificar algunas alteraciones estructurales y numéricas del gen
BCL-6. La limitante de este tipo de ensayo es que las alteraciones intracromosémicas como

inversiones y deleciones intersticiales pasan desapercibidas. En el trabajo de Keller et al. (2006)
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el uso de FISH se complementa con el cariotipo con bandas-G haciendo posible la deteccion de
15% de alteraciones cripticas de la region 3g27.

La extraccion de nucleos facilitd considerablemente el andlisis citogenético-molecular
de muestras preservadas en parafina en comparacion con el andlisis en cortes finos. Si bien
existen técnicas moleculares que utilizan el ADN extraido del tejido parafinado (Shi et al,
2002), en el estudio de los tumores es frecuente la necesidad de analizar células directamente.
La determinacion rutinaria de translocaciones en los tejidos tumorales es una de ellas. En este
trabajo se lograron estandarizar las condiciones idoneas para el procesamiento de las muestras

de tejido parafinado tanto en calidad como en cantidad de los nucleos extraidos.

Alteraciones del 3927 en LF y LDCG.

Se completo el estudio citogenético-molecular de las dos entidades mas frecuentes de
linfomas no-Hodgkin, el linfoma folicular y linfoma difuso de células grandes B. Uno de los
objetivos principales de este trabajo fue determinar si las alteraciones estructurales y numéricas
del gen BCL-6 se presentan de manera diferencial en ambos tipos de linfoma dado sus distintas
caracteristicas morfolégicas y clinicas. La comparacion del nimero de células con afecciones
cromosOmicas estudiadas entre ambos grupos de linfomas y controles no mostro diferencias
significativas. Si bien el porcentaje total de alteraciones del gen BCL-6 en LDCGB no presentd
diferencias significativas con respecto a LF, fue mayor, 76% vs 61%, respectivamente.

Las alteraciones de la region 3q27 se pueden presentar en 6 a 15 % de los casos de LF
(Ohno, 1997; 2004). En el presente trabajo se detectaron rearreglos en la misma regién en 3 de
13 casos de LF (23%) siendo ligeramente mayor a lo reportado. Es interesante sefialar que uno
de estos tres casos presento rearreglos ademas de trisomia del cromosoma 3 en la misma linea

celular. Recientemente, Keller et al (2006) observaron translocaciones balanceadas en 3/4 y no
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balanceadas en 1/4 de casos de LF grado II, siendo este ultimo una adicion en 3927, pero no
reportaron trisomia del 3 en estas células.

La frecuencia de translocaciones que involucran la region 3g27 observada en LDCGB
nodulares también es variable, entre 15 y 40% dependiendo de la técnica empleada para su
deteccion. (Bastard, et al 1994; Muramatsu, 1996; Willis, 2000; Kawasaki, 2001).  Los
investigadores del grupo de Kramer (1998) detectaron un 29% de rearreglos en la region 3927
usando hibridacion o transferencia tipo Southern. En el analisis de cariotipos realizado por
Skinnider et al (1999) en el mismo tipo de linfomas, 5 de 14 casos presentaron translocaciones
en 3927 y un caso presentd add(3g27). Dos estudios mas detectaron rearreglos del gen BCL-6
en 20-25% de estos tumores utilizando bandas-G y FISH, todos estos casos tenian
translocaciones balanceadas que involucran 3927 (Dave et al, 2002; Keller et al, 2006).
Reportes anteriores muestran una evidente predominancia de las rupturas de 3927 en
comparacion con las duplicaciones de esta region o del cromosoma 3 completo. En
concordancia con la literatura, en el presente trabajo se observaron 5 de 13 casos de LDCGB
(38%) con ruptura en 3g27, pero ademas 4 de ellos también presentaban la trisomia del
cromosoma 3, dato que no se discute en la mayoria de los reportes previos. La coexistencia de
dos lineas celulares en el mismo tumor, una con translocacion y otra con trisomia del
cromosoma 3 han sido reportadas por Dierlamm et al, (1997). Barrans et al (2002), en su
estudio de LDCGB ganglionar encontraron una proporcién muy baja de casos (3/101) de
coexistencia de ambos tipos de alteraciones. Los tres casos incluian una clona con ruptura en
3027 y otra con ruptura y trisomia 3. En uno de los tumores de LDCGB estudiados por Keller
et al (2006) se encontro el rearreglo del BCL-6 en células que ademas tenian dos cromosomas 3
con deleciones que no afectaron la region 3g27. De tal manera que en el analisis mediante FISH
con la sonda break-apart bicolor se observd un patron de las sefiales de 2F1G1R. En las

muestras evaluadas en este estudio, el patron anterior se observd en un caso de LF, aunque en
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un porcentaje bajo de nucleos, y también en 4 casos de LDCGB. Si bien este patron fue
considerado como trisomia del cromosoma 3 donde uno de los cromosomas sufrio
translocacion, no se descarta la posibilidad de rearreglos complejos de esta region que pudieran
presentar el mismo patrén de las sefiales fluorescentes. Metodoldgicamente seria conveniente
completar este estudio con el andlisis de metafases mediante FISH y cariotipo, sin embargo el
unico material disponible fue de biopsias preservadas en parafina.

Adicionalmente, se observaron nicleos con trisomia 3927 sin rupturas asociadas en un
mayor porcentaje de los casos que los rearreglos de BCL-6 en ambos tipos de linfoma
estudiados (LF: 46% vs 15%, y LDCG: 61% vs 8%, respectivamente; tabla 8).
Inesperadamente 6 de 13 casos de LF presentaron trisomia como alteracion uUnica del
cromosoma 3, lo cual es mucho considerando que son LF grado I/Il. Es importante sefialar que
s6lo en uno de estos 6 casos la proporcion de células con trisomia 3 fue notablemente alta
(21%), en otros 5 casos esta proporcidn estuvo cerca del valor de corte y podria deberse a los
artefactos de la técnica. De manera similar, en los casos de LDCGB so6lo dos casos tenian una
proporcion alta (23.0 y 54.5%) de células anormales con tres regiones 3927 intactas. En general
la trisomia 3 0 3¢ es poco frecuente en el LF y se asocia méas a los eventos de transformacion a
linfoma de zona marginal MALT, aun sin cambios morfoldgicos evidentes (Totrakovic et al,
2006). Se sabe que la trisomia del cromosoma 3 es una alteracién numérica frecuente en
linfomas géstricos tipo MALT y en LDCGB extranodales, habiéndose reportado en ~ 50% de
los casos utilizando técnicas de citogenética convencional (Brynes et al, 1996) y en hasta 85%
mediante técnicas moleculares (Bea et al, 1999).

La funcién exacta del BCL-6 en la patogénesis de linfomas no-Hodgkin todavia se
desconoce. Se sabe que las alteraciones de este gen afectan las sefiales intracelulares para
arresto del ciclo celular y apoptosis (Phan et al, 2005). La mayoria de las alteraciones del BCL-6

son rearreglos estructurales que inducen sustitucion del promotor del gen por el promotor del
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gen compariero de translocacion (Ohno, 2004). Esto lleva a una pérdida de control de expresion
del BCL-6 deshabilitando la unién de correpresores transcripcionales como N-CoR, SMRT,
SIN3A y MTA3 (Dhordaine et al, 1997; Wong y Privalsky, 1998; Fujita et al, 2004). Sin
embargo, no todos los tumores de los LDCGB y aun menos de los LF presentan rearreglos
estructurales de 3g27. En estos casos también pueden presentarse mutaciones puntuales del gen
BCL-6 que podrian explicar en parte la generacion del linfoma, ya que la ocurrencia de estas
mutaciones es independiente de los rearreglos generados en 3g27. La region 5’ no traducida del
BCL-6 es el blanco del proceso de hipermutaciones somaticas (Migliazza et al, 1995) tanto en
los linfocitos B normales (Pascualucci et al, 1998) como en 75% de las células tumorales
(Lossos y Levy, 2000). Algunas de estas mutaciones son patoldgicas y se asocian con la
expresion alterada de BCL-6 en LDCGB (Wang et al, 2002). En adicion a esto, algunos
linfomas pueden presentar rupturas en regiones alternativas a MBC, como lo reporta Chen, et al
(1998) ubicadas a unos 200-270 kb del MBC hacia el telomero. En el disefio de las sondas
break-apart de doble color que se utilizaron en este trabajo, tal sitio de ruptura se encontraria
aproximadamente a la mitad de la sonda marcada con Spectrum Orange. Esto podria crear dos
sefiales fusionadas normales y una sefial naranja adicional. En una de las muestras de LDCGB
(LD375) 40 ndcleos presentaron este patron de sefiales (dato no mostrado) y fueron
considerados como trisomia 3 con translocacion (tabla 8). No se descarta la posibilidad de que
estos nucleos en realidad tengan dos cromosomas 3 uno de los cuales es producto de la
translocacion generada en el sitio de ruptura alternativo.

Si bien BCL-6 tiene una funcion importante en la regulacion del ciclo celular, no es la
Unica proteina con capacidad antiapoptotica. Los protooncogenes PAX-5, C-MYC, RHO/TTF, y
PIM-1 también son el blanco de las HS y pueden tener alteraciones incluyendo mutaciones en
sus regiones reguladoras, algunas de las cuales se asocian con LDCGB (Pascualucci et al,

2001).
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Los hallazgos de este trabajo no confirmaron una relacion clara entre el tipo de linfoma
estudiado y el nimero de alteraciones del gen BCL-6 y se requieren mas estudios para aclarar la
interaccion entre los rearreglos del BCL-6, expresion del producto proteico y el fenotipo celular.
Dada la existencia de reportes sobre el mal prondstico de los rearreglos de 3927 (Barrans et al,
2002), seria de interés clinico estudiar también las alteraciones de este locus durante la

transformacion de LF a un linfoma maés agresivo.
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VIl. CONCLUSIONES

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en la muestra de tejido
ganglionar entre los casos de Linfoma Folicular y Linfoma Difuso de Células Grades

(B) para la presencia de alteraciones en el oncogén BCL-6.

Las duplicaciones de la region 3927 solas son ligeramente mas frecuentes que las

rupturas de esta regidén en ambos tipos de linfomas evaluados.

Los rearreglos del BCL-6 se pueden presentar en asociacion con la duplicacion de la

region 3927 en una misma clona celular del ganglio linfatico.

La técnica de extraccion de nucleos de las muestras del tejido parafinado es una
herramienta Util en estudios retrospectivos de las muestras anatomopatoldgicas
mediante la técnica de FISH, al igual que el uso de sondas de separacion es util en la
deteccion de los rearreglos que involucran diferentes cromosomas en la translocacion del

gen BCL-6.
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ANEXO
PREPARACION DE SOLUCIONES
Fijador Carnoy (1:3)
Metanol absoluto (JT Baker”™, # Cat: 9049-03) 10 mL

Acido acético glacial (Fermont”, # Cat: 03015) 30 mL

Solucion amortiguadora para proteinasa K

Tris base 0.05M (Promega”, # Cat: H5131) 6.1g
Na,EDTA-2H,0 (JT Baker®, # Cat: 4040-01) 0.01 M 3.7g
NaCl (JT Baker®, # Cat: 4058-01) 0.01 M 058 ¢g
H,O destilada cbp 1L

Ajustar el pH a 7.0

Solucion de proteinasa K 0.1 %
Proteinasa K 30 U/mg (Promega®, # Cat: 64201) 10 mg
Solucién amortiguadora para proteinasa K 10 mL

mantener a -20°C
Solucion de proteinasa K 0.005 %
Solucion de proteinasa K 0.1 % 50 uL

H,0 destilada cbp 1 mL

SSC (solucion amortiguadora de cloruro/citrato de sodio ) 2X:

NaCl (JT Baker®, # Cat: 4058-01) 3 M 175¢
NasCitrate-2H,0 (Gibco®, # Cat: 15584-014) 0.3 M 88¢g
H,O destilada cbp 1L

ajustar el pH a 7.0
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SSC 2X/NP-40 0.1%
SSC 2X
NP-40 (Vysis®, # Cat: 32-804850)

SSC 0.4X/NP-40 0.3%
SSC 2X
H,O destilada
NP-40 (Vysis®, # Cat: 32-804850)

Sl (Solucion Isotdnica)
NaCl (JT Baker®, # Cat: 4058-01) 0.9%
H,O destilada

PBS (Solucion amortiguadora de fosfatos)
NaCl (JT Baker®™, # Cat: 4058-01) 137 mM
KCI (JT Baker®, # Cat: 4058-01) 2.7 mM
Na,HPO47H,0 (JT Baker”, # Cat: 3824) 4.3 mM
KH,PO4 (JT Baker®, # Cat: 3246-20) 1.4 mM
H,O destilada

Pepsina 0.4%
Pepsina 1:10000 (Sigma®, # Cat: P-7000)
SI
ajustarel pHa 1.5
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40 mL
40 uL

8 mL
cbp 40 mL
120 pL

9¢
1000 mL

8g
02¢g
1.15¢g
02¢g
cbp 1L

0.6677 g
40 mL
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