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RESUMEN 

Durante el desarrollo y diferenciación de los linfocitos, los genes que codifican 

para receptores de antígeno son rearreglados de varios segmentos en línea germinal. 

En los linfomas estos eventos son característicos para cada clona y pueden 181' 

analizados mediante el uso de sondas moleculares de lg y Re T, estableciendo su origen 

y estado de diferenciación. De esta manera fueron analizados molecularmente &4 

linfomas. Treinta y cuatro fueron linfomas B, en donde nueve representan linfomas 

inmaduros pre-B y veinticinco son linfomas B maduros. Rearreglos para el RcT fueron 

detectados en 15 tumores, en donde existen rearreglos similares para la subunldad B. 

En ocho linfomas hubo rearreglos para lg y RcT, y en 7 casos conservan sus genes en 

forma germinal. Aparentemente existe una tendencia de linfomas pre-B y bigenotípicos 

en Individuos de edad avanzada. Por otro lado, las alteraciones en c-myc detectadas en 

cinco muestras, mostraron una hetereogeniedad del tipo de translocaclón que sucede en 

los linfomas Burkitt. De esta manera, el análisis molecular permitió evaluar y acumular 

más Información sobre las características genotlplcas de diferentes tipos de llnfomas, 

expandiendo así nuestro conocimiento de la biología de los linfomas malignos. 
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l. INTRODUCCION 

El rearreglo de los genes de inmunogtobulinas (ig) o del receptor de células T 

(RcT) ea un paso obligllorio durante la dKerenciación de células linfoides que están 

comprometidas hacía un linaje B o T, iespec:tlvamente. La identificación de tales 

rearreglos ha tenido un impacto Importante en la determinación del estatus monoclonal, 

oHgoclonal o policlonal de prolileraclones linfoides anormales. En el diagnóstico de 

linfomas '/ leucemlas, ha permHido definir la extensión de la enlermedad y el monitoreo 

de la terapia. Durante los estadios iniciales del desarrollo de los linfocitos ha definido los 

eventos genéticos que tienen lugar durante la onlogenia de células B o T y los defectos 

que iesultan de errores en la maduración de precursores de células B o T, y por último, 

en la búsqueda de un posible papel en la transformación maligna de translocaclones 

cromosómlcas especificas, Involucrando genes de lg o del RcT 'I genes celulares (por 

ejemplo, proto·oncogenes). 

l. 1. O.rigen molecular y celular de la diversidad de tos linfocitos B. 

El repertorio de anticuerpos o lnmonuglobulinas en el sistema Inmune es creado 

por los ffnlocltos B. La especificidad de una lg por un antígeno está determinada por tres 

zonas denominadas regiones determiantes de complemenlariedad (CORs) en la reglón 

variable de cadena pesada (P) y ligera (L) (1 ). Cada linlocho sólo tiene una combinación 

de cadena P y L con un juego único de CDRs, de los millones de posibles 
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combinaciones en el repertorio total de moléculas de lg. 

A nivel molecular, la diversidad de las reglones variables de lg es generada por 

rearreglos sucesivos y por eventos de reemplazo en ambos alelos del locl P y L, asl 

como también de la Inserción de nucleótldos adicionales (reglon N, en cadena pesada) 

que son introducidos durante la reacción de unión (1 ). En cada paso de la generación 

de esta diversidad, al parecer un linfocito B determina si tiene un rearreglo productivo o 

no productivo por la deposición del producto funcional del gen rearreglado en la 

superficie de la membrana. 

A nivel celular, la proliferación y diferenciación de células progenitoras B ocurre 

en Intimo contacto con un microambiente suministrado por el órgano linfoide primario en 

la cual ésta diversidad es generada. Elementos de este mlcroamblente, conocido como 

el estroma, incluyen cé_.las adventicias, células reticulares, células endoteliales, 

fibroblastos, macrófagos, adipositos y una matriz extracelular. La Influencia de células 

del estroma sobre progenitores B es fundamental para el desarrollo de linfocitos B (2) y 

se ejerce a través del contacto célula-célula y a través de citocinas secretadas por 

células del estroma bajo el contacto con los linfocitos. 

l. 2. Ontogenia y diferenciación de linfocitos B. 

El desarrollo, activación, proliferación y diferenciación de los linfocitos B están 

regulados a multiples niveles por una compleja interrelación de tipos celulares y factores 

solubles de crecimiento hematopoyétlcos. Aunque la regulación de las etapas tardías de 
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la ontogenla es mejor comprendida (3, 4), las setlales que controlan la proliferación y 

maduración de precursores de células B (PsCB) durante los estadios tempranos del 

desarrollo del linaje B permanece Incierta. 

Los linfocitos B son derivados de una células tronco pluripotencial que también da 

lugar al linaje mleloide, eritroide, y a linfocitos T (5). El compromiso del linaje B o T de 

linfocitos ocurre antes de que los PsCB entren al órgano primario de diferenciación 

linfocltica. El primer descendiente de la célula tronco pluripotenclal que está 

comprometida hacia el linaje Bes denominada célula pro·B (Figura 1 ). Esta célula pro·B 

no expresa marcadores de linaje B específicos y no ha Iniciado todavía el rearreglo de 

los genes de lg (6, 7). 

Una serie de eventos moleculares y propiedades celulares definen diferentes 

estadios del desarrollo de células B. Por ejemplo, los PsCB no sólo son caracterizados 

por el Inicio de una cascada de rearreglos de los genes de lg (1 ), sino también, por la 

adquisición coordinada y pérdida de antígenos de diferenciación de linaje B. A la fecha, 

más de 20 antígenos bloqufmlcamente distintos han sido Identificados. Mientras algunos 

(tales como CD1 o, CD45 y CD73) representan enzimas asociadas a la membrana, otros 

(como C019, CD22 y 87) probablemente representen receptores para ligandos, que 

pueden jugar uri papel Importante en las lnteraciones célula-célula durante el desarrollo 

de células B en el mlcroamblente de la médula ósea (8, 9). 

Los modelos propuestos de la ontogenla de linfocitos B están basados en estudios 

realizados en PsCB de pacientes con leucemia linfoblástica aguda (LLA). De acuerdo a 
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éstos modelos, el antígeno CD19 representa el determlante más temprano de linaje B 

y la expresión de antígenos de diferenciación procede en la siguiente forma: CD19 > 

CD24 > CD10 > CD20 > CD22 > Cµ > CD21 > slg > CD23 (10). Sin embargo, los 

fenotipos de células leuoémlcas pueden ser alterados por evolución clonal durante y/o 

después de la transformación maligna. Además, varios fenotipos aberrantes han sido 

observados en LLA, Incluyendo linajes mixtos o blgenotíplcos (11 ). 

A diferencia de la expresión de antígenos de diferenciación en células leucémlcas 

CD19 > CD10, en células normales de médula ósea ambos antígenos son expresados 

al mismo tiempo (12). Cuando se cultivan PsCB de hígado fetal in vitro, células 

co1o•co19·son halladas en gran número, y adquieren el antígeno CD19 In vltro, y 

su progenie tiene un fenotipo más Inmaduro que la progenie CD10'CD19' (13). Con este 

modelo, los PsCB más Inmaduros (estadio O) expresan TdT nuclear y CD10 en la 

superficie pero pierden antígenos específicos CD19, CD22 e lg ci1oplasmátlca y de 

superficie. Durante los subsecuentes estadios del desarrollo, los PsCB TdT'CD1 o• se 

comprometen hacia el linaje B y expresan CD22 en el citoplasma (estadio 1). La 

adquisición de CD19 Identifica el próximo estadio de diferenciación (estadio 2). La células 

precursoras TdT'Cd10'CD19'Cd22' posteriormente pierden CD10 dando lugar a células 

en estadio 3, TdT'Cd10'Cd19'Cd22'. Los PsCB en estadio 2, así como en estadio 3 

pueden diferenciarse hacia linfocitos pre-e (estadios 4a y 4b), las cuales son Identificadas 

por la expresión de la cadena µ en el citoplasma (Figura 1 ). La mayoría de PsCB en el 

hígado fetal son estadio 0/1 y estadio 2, mientras que el 1 % son estadio 3. Las células 
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linfoides PsCB en médula ósea comprende el 21% en estadio 3. Los patrones de la 

adquisición secuencial de antígenos de linaje B durante el desarrollo, en diferentes 

órganos hematopoytticos, puada no ser el mismo. Las diferencias observadas Indican 

que el hígado letal puada ser el sitio original para los eventos 1empranos de la ontogenia 

de linfocitos B durante el desarrollo le1al. Sin embargo, múltiples rutas pueden exiS1ir y 

el inmunofenotlpo dominante puede depender sobre la presión selectiva de un 

microamblente dado. 

El desarrollo de linfocitos B ha sido tradicionalmente dividido en dos fases (Figura 

1 ). La primera fase se piensa que es Independiente del antígeno y 1errnina cuando lg son 

expresadas de genes rearreglados de cadenas P y L en la superficie de células B 

inmaduras. En eS1e punto, las células B con lg especificas para antígenos propios son, 

ya sea, deletados (14) o lnactlvados (15). En la segunda fase, dependiente del antígeno, 

las células slg• reS1antes puede ser selecionadas positivamente en la circulación 

periférica y colonizar los órganos secundarios. Dependiendo sobre la naturaleza del 

antígeno, estas células pueden ser estimuladas independientemen1e de linfocitos To con 

la ayuda de células T cooperadoras (16). 

l. 3. Organización y rearreglo de los genes de lg. 

La estructura de los genes de lg que codifican las cadenas P y L consisten de 

segmentos variables (V), de diversidad (O en el caso de P), de unión (J) y constantes 

(C) (Figura 2). El enorme número de genes requeridos para codificar la región variable 
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de lg, específicos para cada antlgeno, son generados por el ensable de rearreglos 

secuenciales de estos segmentos en un proceso conocido como recombinación V(D)J 

(1, 17). 

El primer evento de recombinación en P es la unión O.J, lo cual ocumt en ambos 

cromosomas. Posteriormente un alelo DJ se combina con una región V, y si el rearreglo 

es productivo se producirá cadena µ siendo dectectable en el citoplasma. Una 

célula en este estado es un linfocito pre-B. Sin embargo, si el rearreglo no es productivo, 

a causa de una unión fuera de fase, el otro alelo será rearreglado, el cual puede ser o 

no productivo (18). Un rearreglo productivo VOJ en P permite y activa el rearreglo de L 

(Kappa antes de Lambda) (19, 20). Por otro lado, ha sido posible correlacionar la 

recombinación de un locus con su transcripción y sensibilidad a la DNAsa I, sugiriendo 

que la recombinación puede ser modulada por la transcripción y configuración de la 

cromatina (21 ). Una característica Importante de los linfocitos B es que cacla célula 

expresa únicamente el producto de un alelo de P y L en el anticuerpo. Esto es el 

resultado de la exclusión alélica (expresión de un sólo alelo por locus) y exclusión 

isotlplca (expresión de un sólo tipo de L) (17). 

El complejo enzimático especifico de la recombinación involucrado en estos 

rearreglos del DNA no ha sido aislado, sin embargo, el mecanismo por el cual éste se 

realiza ha sido bien estudiado. La recomblnasa racanee secuencias conservadas que se 

localizan en el estremo 3' de los segmentos V, el ex1remo 5' del segmento J y en los 

extremos 3' y 5' de los segmentos O. Cada secuencia consiste de un palíndroma 
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heptamérico y un nomimero rico en AT, separados por un espacio de 12 o 23 pb cada 

uno, lo que determina que dos secuencias sean unidas correctamen1e (22). SI las 

secuencias de los dos segmentos a ser unidos tienen la misma polaridad en el 

cromosoma, las secuencias Intermedias son unidas en un círculo y delatadas. SI tienen 

polaridad opuesta, la paria correspondlen1e de el locus es Invertida (23). 

Poco se conoce acerca de los factol'lls que participan en la recombinación V(O)J. 

Recientemente dos genes RAG·1 y RAG·2, específicos de células linfoides, han sido 

Identificados los cuales juegan un papel crucial en el proceso (24, 25). La coexpreslón 

de RAG-1 y RAG·2 es necesaria y suficiente para Inducir la recombinación de substratos 

en fibroblastos, y su expresión correlaciona con la actividad de recombinación en líneas 

celulares linfoides (24·26). 

Hasta ahora, la enzima deoxlnucleotldil terminal transferasa (TdT) ha sido la única 

Implicada en el proceso de recombinación V(D)J, donde adiciona nucleótldos en forma 

no ~ermlnal (regfon N) en P emre las uniones D y J o V y DJ, generando una mayor 

diversidad (27). Un mecanismo adicional para la diversidad es la hlpermutaclón somática, 

que ocurre en los genes que codifican la reglón variable de las lg (28). 

l. 4. El receptor de linfocitos T. 

El sistema lnume es capaz de montar una respuesta altamente especifica contra 

cualquier antígeno extrallo por medio de receptores en los linfocitos B y T. En la 

superficie de los linfocitos T el receptor existe en dos formas heterodlmérlcas, RcT ar/B 
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(29) y RcT IYs (30). El RcT esté asociado no covalentemente con un complejo molecular, 

denominado C03, necesario para la expresión del heterodfmero en la membrana y que 

sirve para transmitir la sellal generada por el RcT al interior de la célula y cumplir su 

función efectora (31). Los antígenos reconocidos por el RcT r,¡, estén siendo definidos 

todavía, mientras que los RcT a/B se unen a fragmentos de antígenos que han sido 

intracelularmente degradados (de 10 a 20 aa), conocido esto como procesamiento de 

anlfgeno, y que son presentados por moléculas clase 1 o 11 del Complejo Principal de 

Hlstocompatibllidad (32). El reconocimiento del anlfgeno por el RcT a/B, ademés, es 

facilitada por moléculas accesorias C04 y coa, expresadas en forma mutualmente 

exclusiva en células T maduras (33). Los correceptores C04 y coa se unen a 

deterrnlantes no pollmórficos de moléculas clase 11 y clase I, respectivamente, e 

Incrementan la avidéz de los linfocitos T por el blanco (34, 35). 

A diferencia de los linfocitos B, lo cuales parecen funcionar da la misma manera 

(modulando solamente la clase de anticuerpo que ellos producen), muchos linfocitos T 

funcionalmente distintos coexisten en la periferia: 

- Linfocitos T cooperadores (T.), son generalmente restringidos por moléculas 

clase 11 del CPH (Identificados por el marcador C04) y que son necesarios para muchas 

de las respuestas de linfocitos B, actuando por medio de la secreción de factores de 

diferenciación y crecimiento. Este tipo de células lleva la forma heterodimérica a/8 del 

RcT. 

- Linfocitos T citotóxlcos (T J, actuan directamente destruyendo células anormales 
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o Infectadas por virus y usualmente reconocen moléculas clase 1 del CPH (a menudo son 

CD8'). Estas c61ulas llevan también el heterodímeroa/B en su superficie. 

• C61ulu dendrlticas de epid6rmis (DEC), un tipo de c61ulas T recientemente 

descrito y localizadas en la piel (36), de función desconocida pero con capacidad 

citotóxlca. Esta c61ulas son negativas tanto para CD4 y CDS y son claramente 

Identificadas por llevar el heterodimero V/6. 

• Células Asesinas Naturales (NK) tienen receptors l'lli en algunos casos (37), 

aunque no siempre. Como su nombre lo indica, tienen propiedades no específicas de 

"destruir". Estas c61ulas son también CD4'CD8". 

• Linfocitos T supresoras (T,) se cree que son una clase de c61ulas T especiales 

en 1'8gUlar disminuyendo la respuesta inmune. Hasta la fecha, no se ha identificado un 

receptor específico a favor de este tipo de célula. 

l. 5. Ontogenla y diferenciación de Unfocitos T. 

Los precursores de timocltos son derivados de una célula tronco hematopoyélica 

multipolencial tn ti hígado letal y posteriormente en médula ósea (5). No hay un 

marcador específico para astas células, aunque células pro·T son C07' y CD3' 

citoplésmlca. Bajo la influencia de qulmioatractantas derivados del epitelio tlmlco, que 

Incluyan "2·microglobulina, células pro·T inicialmente se localizan en la unión córtlco· 

medular y subcépsula, e incian cambios fenotípicos qua incluyan la adquisición de 

receptores para antígeno, receptores para hormonas, y antígenos de diferenciación (38· 
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41). 

Después de mucha controversia, se esté de acuerdo que la diferenciación de 

muchas células T procede como se muestra en la Figura 3. Los linfocitos pro· T CD7' sin 

moléculas CD4 y CDS en su superficie o "dobles negativos" (40, 41) representan 

alrededor del 5% del total de tlmocitos, y en este estado comienza el rearreglo de los 

genes del AcT, en cualquiera de sus subunidades B, v o o (42). Un pregunta major sin 

resolver es donde ocurre la diversificación del AcT alB y VI&. Es obvio que como primer 

evento existen células comprometidas alB y VI&, y que éstas no derivan unas de otras. 

Así, las células alB no surgen de arreglos no funcionales VI&, propuesto Inicialmente, 

debido a la aparición temprana en el timo fetal (día 15) de células l'lb y posteriormente 

la aparición d8 células1>/B (día 17) (42). La evidencia més fuerte es el hallazgo en el timo 

de DNA circular con secuencias germinales del AcT o, aparentemente producidas por la 

unión y,, -+J-•Ca, Indicándonos que células rearreglando AcT" previamente no han 

rearreglado AcT o (43). 

Las únicas células en esta etapa que tienen AcT:CD3 en su superficie son: células 

11&, cerca del 10%, que pueden ser completamente maduras y emigrar hacia la periferia 

(44), y alrededor de un 10% de células,,IB CD4'CD8". Hay evidencias que Indican una 

breve transición de células CDB'CD3' (45), antes de entrar a la categoria de células 

mayoritaria en el timo (80%), el estado de "doble positivas" CD4'CDB'CD3"'(40, 41 ). El 

50% de estas células tienen un bajo nivel de AcTalB·CD3 en su superficie y virtualmente 

todas han rearreglado AcTa. En esta etapa de diferenciación la selección de un receptor 
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específico liana lugar. Hasta aste punto, las células han sido confinadas a la reglón 

córtlcal, paro como las células CD4'C08' maduran, estas aparecen como "sólo positivas" 

CD4' o coa· AcT·CD3t an la médJla (al 20% del total). La expresión del AcT es ahora 

de aprox. 40,000 moléculas por célula, y son capaces de emigrar. Mientras que la 

mayoría da células T a/B astan en la periferia (95%), células v.is son predominantes en al 

tejido linfoide del Intestino y la piel (46). 

l. 6. Selección del repertorio de linfocitos T. 

Una cantidad significativa de células T mueran (entre un 95% y 99%) en el timo, 

particularmente an al astado CD4'C08' (47). Algunas de las muertes de estas células 

es debido a un rarraglo deficiente del receptor (por ejemplo, uniones fuera de fase de V 

y J), y en otras as parte del proceso de selacción mediante la muerte programada (o 

apoptosls) (48). Esta selección permite la eliminación clonal y/o lnactivaclón de células 

T reactivas contra antlgenos propios (llamada selacclón negativa) antes de que puedan 

montar un respuesta imune (49·55). Ejemplos da asta fenómeno han sido obtenidos por 

la Introducción da genes raarraglados a y B de células T específicas y que puendan ser 

entonces colocados an un fondo genético en donde el supesto antígeno y la molécula 

del CPH son ambos expresados. Experimentos realizados con receptoras aspacfflcos 

para al antígeno HY y moléculas clase 1 O" del CPH fueron introducidos en ratones qua 

llevan asta tipo lle hapiotlpo, y ratones machos (qua expresen asta antígeno) y hembras 

(qua no lo expresan) fueron comparados (51 ). En los ratones machos hubo una delación 
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masiva de tlmocitos mientras que en las hembras no sucedió. Otros tipos de ensayos, 

describen la delación de células T llevando VB específicos, aparentemente en base a la 

reactlvldad de antígenos propios (o super-antígenos) solamente concoeldos por 

designaciones genéticas como mis 1 , 2, o 3, así como también aquellas que lnteractuan 

con un grupo de entorotóxlnas de estafilococos (52, 53). 

El próceso de selección positiva es mucho más difícil de comprender. Sin 

embargo, esto permite y facilita la diferenciación y exporte de célÚlas T que pueden 

Interactuar con antígenos extraftos más moléculas propias del CPH, requiriendo la unión 

de sus receptores a moléculas propias del CPH en el epitelio del timo en la ausencia ele 

antígeno (56·58). Inicialmente se sugirió, que había un fenómeno (a menudo referido 

como educación tfmica) por el cual de alguna manera el repertorio del RcT era capaz de 

interactuar con moleculas propias del CPH (59). En experimentos más recientes, ratones 

transgénicos con receptor&$ específicos que derivan de un tipo de CPH dado, se 

diferencian completamente, y son exportados desde el timo más eficientemente en 

ratones con el mismo tipo de CPH (57, 58). 

La selección en el timo no es el único mecanismo por el cual el repertorio de 

células T se lleve'acabo. Ciertos antigenos propios pueden estar restringidos en Ja 

periferia y la tolerancia a estos antígenos por células T específicas podría requerir un 

mecanismo extratfmlco. De esta manera, la tolerancia puede ser generada a través de 

la inducción de anergia clonal, con una regulación disminuida del RcT <>/By CDS, y por 

la eliminación clonal de células T maduras con receptores reactivos a antígenos propios 
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(60, 61). A pesar de estos hallazgos, !atta por elucidar donde y cómo son eliminadas 

estas células autorreactlvas. 

l. 7. Organización génomlca del RcT. 

Al Igual que las lnmunoglobullnas, los genes del RcT están arreglados en 

segmentos específicos de reglones variables (V), de diversidad (O, en el caso de RcT 

B y RcT ), de unión (J) y constantes (C) (Figura 2). Al parecer las combinaciones de 

estos segmentos esta mediada por secuencias similares a aquellas que controlan el 

rearreglo de los genes de lg (secuencias conservadas de heptameros y nonameros 

separadas por 12 o 23 nucleótldos) (22). Esto Indica que los genes del RcT y de lg 

pueden usar o compartir las mismas enzimas de recomblnanclón, demostrado por los 

experimentos en que líneas celulares pre·B pueden rearreglar secuencias D,~J, y 

elementos o.~J. (62). Así, el proceso de recombinación parece ser muy similar para 

RcT e lg, tanto con la formación de la asa y delación de las secuencias Intermedias, 

como por Inversión, dependiendo de la orientación de las secuencias a ser unidas (23). 

Aproximadamente se estima que existen 100 segmentos VB en el hombre, 

agrupados en una docena de familias (63). Hay dos regiones C attamente conservadas 

separadas aproximadamente por 10 Kb, el gen C 5' es designado CB1 y el gen 3' 

designado CB2. Alrededor de 4 Kb 5' de cada reglón C hay un grupo de segmentos J, 

JB1 y JB2 cada uno con seis genes funcionales. Teóricamente es posible las 

combinaciones VJ y DO, expandiendo quizás la diversidad de los productos (64). 
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El locus AcTP es menos diverso (Figura 2), con un número total de 11 segmentos 

VI', cinco segmentos J y dos regiones constantes, arreglados como J>'1 ·Cl'1 y Jl'2·C>'2 

(65). 

El locus rt/li es muy peculiar. Muchos de los segmentos del AcT 6 están 

localizados dentro de los segmentos V y J del gen a (66). Otro evento interesante de este 

locus es que el genecr excede en un gran número (>50) los segmentos J. Hay una sola 

región Crty 06, tres segmentos J6 y dos 06 (67). 

Aunque la organización básica del loci del AcT es muy similar al de las lg, la 

diversidad en las uniones V.J (la región equivante CDA3) excede al de las lg, tanto en 

RcT •t/B y AcT 1·/~ . Varios eventos contribuyen a la diversidad de esta región: 

a) La adición de regiones N se realiza en los cuatro pollpéptldos del AcT, la cual sólo 

ocurre en P. 

b) Hay un gran número de regiones J (50 Jrty 12 JB) comparadas con las 4. 6 de 

L y P, respectivamente. 

c) La habilidad de utilizar ambas raglanes O (VD1 D2J) en RcT6y el hecho de que la 

adición de la región N ocurre en tras diferentes posiciones (68). 

A causa de que el AcT 've" fragmentos de antígenos embebidos en moléculas del 

CPH, se ha propuesto que esta diversidad de CDA3 es la responsable para la unión del 

antígeno, mientras que el resto del heterodfmero hace contacto con las moléculas del 

CPH. 
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11. LINFOMAS 

Durante los últimos allos grandes avances han sido realizados en la biología, 

patología y tratamiento de los linfomas. Tales Investigaciones se han enfocado en 

comilaclonar la cltogenétlca, hlstopatología y el curso clínico de la enfermedad. 

Actualmente los linfomas son considerados expansiones monoclonales de células 

linfoides y de sus precursores que han sufrido transformación neoplásica (69). Hasta 

hace poco, su clasificación y estudio de estos tumores estaba basado principalmente en 

observaciones morfológicas y correlaciones clínicas. La Identificación de marcadores de 

superficie celular y genes especlflcos de diferentes poblaciones de linfocitos ha permitido 

comprender mejor la diferenciación y reclasificación de estos tumores linfoides en base 

a su Hnaje. 

Muchos de los linfomas son de origen By, con una frecuencia menor de origen 

T. Los tumores se desarrollan y localizan en ganglios linfáticos, sln embargo, un número 

conslderable puede surgir fuera de estos sitios principalmente en Individuos 

lnmunosuprimldos (70, 71). Los linfomas retienen, en una mayor o menor extensión, 

ciertas características de su contraparte normal y el patrón de afección tisular (folicular 

o difuso), la morfología de las células (grandes o pequenas con o sin núcleo hendido, o 

una mezcla de éstas) y la extensión del órgano Involucrado predicen el comportamiento 

biológico del tumor. 
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11. 1. Clasificación y estadificación de los linfomas. 

Mas de diez variedades de llnfomas pueden ser Identificados por sus 

manifestaciones clínicas y morfológicas. Diversas clasificaciones patológicas han sido 

utilizadas en delinear la historia natural, pronóstico y respuesta a la terapia. Sin embargo, 

en algunos casos, distintas entidades morfológicas pueden estar realaclonadas 

clínicamente y/o biológicamente, mientras que otras entidades morfológlcamente 

similares pueden ser distintas (72, 73). 

En 1982 una nueva clasificación fue propuesta con una terminología más precisa 

y con mayor reelevancia clínica (74) (Tabla 1). Tres grupos con diferente pronóstico son 

identificados: histologías de bajo grado, de grado intermedio y de alto grado. La 

sobrevlda reportada para estos pacientes es de 7, 3 y 1 anos, respectivamente (Figura 

4A). Aunque es problable que las curvas de sobrevlda no han cambiado 

significativamente, el porcentaje de curación se ha Incrementado para hlstologlas de alto 

grado e Intermedio (Figura 48). 

A pesar de que la nueva clasificación ha aclarado la reproducibilidad y definición 

de subtipos histológicos, aún quedan problemas significativos, particularmente en los 

linfomas T. No es sorprendente que los patólogos utilicen diversas clasificaciones para 

estas entidades. Por otro lado, los eventos clínicos y morfológicos de nuevas entidades 

tales como los linfomas extraganglionares asociados a mucosa y linfomas de células 

grandes anaplásicas que están siendo más redefinidos (75), así como también, tomaren 

cuenta las caracterlstlcas fenotípicas y genotípicas de los linfomas, es necesario 
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reevaluar la úttlma clasificación, por Jo menos para uso clínico. 

Una vez que el diagnóstico de linfoma ha sido establecido, la estadificación cllnlca 

Invasiva debe ser evaluada. La gran mayoria de los pacientes con linfoma tienen 

enfermedad diseminada al Inicio y frecuentemente involucra sitios extralinfáticos. Sin 

embargo, la estadificaclón permite Identificar un pequello grupo de pacientes con 

enfermedad localizada que pueden ser curados sólo con radioterapia. 

Lo criterios propuestos por la Ann Arbor y el sistema TNM para linfomas T 

cútaneos (76, 77) son los más aceptados para la estadificación de los llnfomas (Tabla 

2). Es Importante conocer los patrones caracterisllcos de diseminación de los diferentes 

tipos de linfomas para plantear las estrategias óptimas en la estadificaclón y en algunos 

casos, por ejemplo, donde existe una alta probabilidad de afectar SNC, designar las 

estrategias del tratamiento. 

El exámen lislco a fondo es Importante en la evaluación del paciente con llnfoma. 

De particular Importancia es la presencia o ausencia de sintomas sistémicos (por ejem. 

fiebre, sudor nocturno o pérdida de peso), la evaluación de todas las zonas ganglionares, 

y la presencia de órganos afectados. La tomografia axial computarizada ha hecho posible 

detectar adenopatias abdominales y obtener una Imagen intratoráxica más precisa (78). 

La evaluación del tracto gastrointestinal todavia requiere de estudios con Bario, mientras 

que la llnfografia es raramente utilizada. 

A pesar de la marcada heterogeneidad en la presentación cllnlca y pronóstico, los 

llnfomas tienen muchos eventos en común. Son proliferaciones monoclonales de 
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linfocitos B o T por el análisis molecular; hay r&arreglos clonales de genes de lg o del 

RcT; algunas translocaclones cromosómlcas específicas pueden ser a&Ocilldas con 

ciertos tipos histológicos, y la claslflcaclón en grupos de pronóstico permite el desarrollo 

de estrategias para el tratamiento. 

11. 2. Llnfomas de Bajo Grado. 

De acuerdo a, la nueva claslflcaclón hay tres subtipos histológicos de lintomas de 

bajo grado: llnfoma de linfocitos pequenos (LLP}, llnfoma folicular de células pequellas 

hendidas (LFCPH) y el linloma folicular mixto (LFM) (74). Estos llnlomas son 

generalmente Indolentes en su componamlento biológico y de estado avanzado en el 

diagnóstico (111 o IV). La lnvaclón a médula ósea es más comün en LLP y menos 

frecuente en LFM. Cuando se determina un plan terapéutico, primero es Importante 

Identificar aquellos pacientes con enfermedad localizada (estadios 1 y 11) potencialmente 

elegibles para radiación local (79). La sobrevlda sin enfermedad se puede lograr en tales 

pacientes particularmente en gente más joven de los 40 anos. Sin embargo, para la 

mayoría, el envolvimiento llnfomatoso es extenso. 

El manejo de los estadfos sistémicos 111 y lV continua siendo controversia! debido 

a que los protocólos no son totalmente curativos a pesar de sus altos rangos de remisión 

completa. La remisión se puede alcanzar sólo con agentes atquilantes, combinaciones 

de quimioterapia o la combinación de quimioterapia/radiación (80). Un evento Importante 

en la recafda de llnfomas de bajo grado es la aparición de un comportamiento ctlnlco 
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m6s agresivo con una transformación histológica hacia los grados Intermedios o de atto 

grado (8t). 

Otra estrategia en el manejo lnlcal ha sido detener la terapia sistémica hasta que 

sea necesaria (82). La mayorfa de los pacientes son aslntom6tlcos sin enfermedad 

amenazante en el diagnóstico, y la terapia ap111plada deberé ser llevada a cabo cuando 

la enlermedad se vuelve progresiva (82). 

Estan surgiendo modificadores de la respuesta biológica (MRB) como agentes 

Importantes en la terapia de los llnlomas de bajo grado. Anticuerpos monoclonales (83), 

lnterferón recomblnante (84) e lnterieuclna 2 (IL·2) (85) han sido estudiados sólos o en 

combinación con otros MRB. Cada uno de estos modificadores tiene la ventaja de un 

mecanismo de acción único, y ensayos preliminares han demostrado una respuesta 

buena, aunque transitoria. 

11. 3. Llnfomas de Atto grado y de grado Intermedio 

Siete subtipos histológicos son considerados agresivos (Tabla 1) y requieren 

Inequívocamente terapia intensiva en el diagnóstico. La curva de sobrevida para estas 

enfermedades muestra una r6pida calda (compuesta de pacientes con una respuesta 

parcial o ninguna) y entonces una meseta (compuesta de pacientes en respuesta 

completa) (Figura 48). 

La estadillcación debe ser a fondo pero con rapidez, reconociendo el crecimiento 

de estas neopláslas. Los llnfomas llnfoblástlcos y de células pequeftas no hendidas 
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tienen altos índices de diseminación meníngea, requiriendo éxamen del líquido 

cefalorraquídeo y profiláxls a SNC (86). 

Haciendo a un lado los anteriores llnfomas, los otros cinco subtipos histológicos 

de llnfomas agresivos son tratados muy similarmente. Enfermedad regional (estadios 1 

y 11) es tratada con combinaciones de quimioterapia, con o sin radiación. El tratamiento 

de elección para pacientes en estado avanzado son combinaciones Intensivas de 

quimioterapia y los rangos de respuesta completa parecen depender sobre la Intensidad 

relativa del régimen de droga empleada (87), reportandose hasta un 80% de pacientes 

en remisión completa cuando se usan de drogas de tercera generación. 

Las combinaciones de CHOP, M·BACOD, ProMACE·CytaBOM y MACOP-B tienen 

las más aHas dósis relativas en Intensidad de cualquiera de las drogas utilizada 

actualmente (88), siendo aHernadas con ciclos de drogas mlelotóxlcas y no mielotóxlcas 

que permitan la mielosupreslón. La toxicidad ha sido relacionada a mucosílls y severa 

supresión de la médula ósea y las complicaciones letales se han presentado en el 2% 

personas más jovenes de 60 anos y en 13% de gente de más de 60 anos. 

No todos los subtipos histológicos agresivos alcanzan una remisión duradera con 

MACOP-B (88). Los linlomas foliculares de células grandes (LFCG), llnloma difuso de 

células pequenas hendidas (LDCPH) y LFM (un linloma de bajo grado) alcanzan altos 

rangos de respuesta completa, aunque su recaída es frecuente .. El llnloma linfoblástlco 

y de células pequenas no hendidas son a menudo tratados con protocólos intensivos tipo 

leucemia aguda usando proflláxls a sistema nervioso central (86). 
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Recientemente se ha utilizado el transplante autólogo de médula ósea (89). SI se 

realiza mientras esté en la primera o segunda remisión, este procedimiento (utilizando 

altas dósls de ciclolosfamlda mas Irradiación corporal total) puede alcanzar una remisión 

més duradera arriba de las dos terceras partes de los pacientes. 

11. 4. Infecciones virales y linfomas. 

El papel de los virus en la etiología de las leucemias y llnfomas ha sido quizás la 

més difícil de caracterizar. Sin embargo, hay varias circunstancias en las cuales existe 

la asociación de un virus. En ciertas regiones de Africa en donde el llnloma de Burkitt es 

endémico, parece que la Infección crónica con el virus Epsteln·Barr (EB) estimula 

continuamente una proliferación excesiva de linfocitos B, Incrementando la posibilidad de 

que ocurran translocaclones cromosómlcas específicas y dar lugar a una clona 

neoplásica (90). En otras partes del mundo, EB y otros virus pueden jugar un papel 

similar en la patogénesls de los linfomas B, surgiendo en Individuos cuyo sistema inmune 

ha sido severamente dallado por terapia lnmunosupresiva (91) o por el desarrollo del 

Slndrome de Inmunodeficiencia Adquirida (92). El virus EB también puede ser Importante 

en la patogénesls de otras anormalidades linfoides, Incluyendo la enfermedad de Hodgkln 

(93) y en llnlomas T (94). 

En Japón y otras reglones, el virus de leucemia T humana (HTLV·I) parece tener 

un efecto comparable en el desarrollo de la leucemla/linfoma T adulta (LLAT) (95), al 

menos en parte por la activación de células T al Inducir la expresión del receptor de 
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inte11eucina 2 (96). 

La LL TA es un ffnfoma raro de celulas T CO,+, con la asociación da anticuerpos 

contra HTLV·I y una ab!Upta p19sentación clinica di111mlnada con un da111nla<le nlpido 

(97). Los subllpos histológicos, sin nlngun significado pronóstico, pueden ser da bajo, 

intermedio y alto grado. Con un pronóstico més predecible es la presencia de anticuerpos 

c0ntra el retrovlrus, el estado general, la elevación de la deshidrogenasa léctlca, células 

atlplcas circulantes, hlpercalcemia y la Invasión a santuarios (98). 

Los linlomas asociados al virus de Inmunodeficiencia Human (VIH} son neoplásias 

agresivas B de tipo LIB, LOCG o LCPNH (99). En los tumores se han encontrado 

incorporado el genoma del virus EB, la translocación t(8;14) y arreglos del oncogen c­

myc (100-102). La presentación clínica es un répldo crecimiento tumoral a menudo en 

sitios raros o en multiples sitios extragangllonares, tales como el cerebro, músculo y 

tracto gastrointestinal (103). En la mayoría de los pacientes, el pronóstico es malo con 

una sobrevida de 6 a 9 meses. Sin embargo, se puede alcanzar una respuesta completa 

con combinaciones de quimioterapia en pacientes con una adecuada inmunidad celular 

(medido por el'radio T4:T8) y sin infecciones serias. Para aquellos pacientes con un 

estado inmune malo e historia de infecciones, es usualmente recomendada radiación 

paleativa y quimioterapia con un sólo agente (1 ~4). 
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11. 5. Aplicaciones cllnlcas del anlilisls del rearreglo de los genes de 

lnmunoglobulinas y del Receptor de células T en el diagnóstico y 

caracterización de los Nnlomas. 

El diagnóstico del llnloma maligno depende de la evaluación histológica de las 

biopsias de te~do. Sin embargo, distinguir entre una neoplásla maligna y benigna en 

ganglios linflitlcos y otros tejidos linfoides por microscopia de luz, es una de la tareas 

mlis dificiles para los patólogos. En gran parte, la causa biológica de esta dillcuhad es 

que los linlocltos estimulados pueden ser morfológlcamente semejantes a los linfocitos 

neopllislcos. Por el contrario, los linfocitos neoplásicos bien diferenciados pueden ser 

Indistinguibles citológicamente de linfocitos normales no estimulados. Hay también casos 

en los cuales condiciones reactivas pueden coexistir (por ejem. el lnlihrado de linfocitos 

T en los linfomas B) dlflcuhando la Interpretación histológica. Ademlis, en ocasiones el 

carcinoma metastéslco o el melanoma puede ser confundidos con linfomas. Asf, la 

discriminación entre una expansión linfoide clonal versus pollclonal obviamente tiene 

lnportancla cllnlca. 

Algunos estudios Importantes que contribuyen al diagnóstico de linfoma son los 

siguientes: 

1) Anéllsls lnmunohlstoqulmlco en que marcadores de células By T son Identificados 

con anticuerpos monoclonales (105, 106). 

2) Análisis lnmunogenético en el que el rearreglo de genes de lg o del RcT 

demuestran que son de origen monoclonal (107-111). 
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3) Análisis por carlotlpo, en el que algunas translocaclones pueden ser Identificadas 

(112). 

4) Mttodos en biología molecular para la localizaclón de los puntos de ruptura en las 

translocaclones, raarreglo de proto-oncogenes e identlllcaclón de sus productos 

(113·115). 

Varios marcadores hen sido utilizados para establecer el origen clona! de los 

linfomas, cada uno con sus propias limitaciones Intrínsecas. Los marcadoras 

cromosómlcos pueden ser útiles, pero no siempre están presentes. El análisis de la 

enzima Glucosa 6-Fosfato Deshidrogenasa (G6PD) es válido sólo en aquellos pacientes 

femeninos heteroclgotas para esta enzima. Otro método es el uso de anticuerpos 

monoclonales contra marcadores de superficie o cltoplasmátlcos, principalmente en la 

exprasión lsolfplca de cadenas ligeras (105, 106). Un problema con el uso de estos 

anticuerpos es que no existe un marcador para los linfocitos T que sea universalmente 

aceptado como un Indicador de monoclonalidad (116). Por lo tanto, el análisis de los 

genes de lg o del RcT han ayudado en determinar la clonalidad y linaje en el diagnóstico 

de expansiones linfoides donde el fenotipo es dlllcll o Incierto de asignar (107-111). 

Una población policlonal de células B o T tiene muchos rearraglos diferentes de 

genes de lg o RcT, respectivamente, cada uno generando fragmentos de restricción de 

diferente tamano. Al ser analizados, ninguno de estos rearreglos pueden ser detectados 

por el método de "Southern Blot". Sin embargo, si una expansión monoclonal está 

presente (alrededor del 1% de la población). la cual representa una sola progenie de 
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células, tendrá un patrón único de rear19glo en el DNA especifico de esa población e 

Identificable como un nuevo tragmento(s) de tamano que difiere de la línea germinal. 

Una vez que un patrón particular de reerreglo de lg o RcT ha sido establecldo, 

este puede servir como un marcador altamente sensible y específico del tumor, 

mejorando la habilidad de Identificar células tumorales que persisten después de la 

terapia y ayudar en la temprana detección de la recurrencia (117, 118). 

Es Importante tener en cuenta que nonoclonalldad no necesariamente es Igual a 

un fenotipo maligno para la población celular en estudio, debido a que proliferaciones 

monoclonales benignas pueden existir para linfocitos B o T (119, 120). 

Los estudios del rearreglo usando .sondas para los genes de lg y del RcT son 

útiles para la detección de poblaciones clonales en procesos linfoproliferativos, y en 

asociación con el curso clínico, ayudan a distinguir condiciones linfoides reactivas de 

proliferaciones clonales malignas. El uso de estas sondas, en asociación con la 

lnmunohlstoqufmlca, debería permitir la asignación de muchos de los desórdenes 

linfoides clonales de linaje B o T, y pueden también proveer información acerca del 

posible estado de diferenciación del cual la clona tumoral emerge. Estas sondas 

moleculares son especialmente útiles para el análisis de neoplásias linfoides en el que 

anticuerpos monoclonales contra marcadores de superficie son Incapaces de definir una 

población clona l. Algunos de estos desórdenes pueden ser el resultado de anormalidades 

en células derivadas de los estadios tempranos del desarrollo de linfocitos antes de 

comprometerse hacia un linaje. 
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OBJETIVOS 

1) Analizar y delermi nar el linaje celular en muestras de llnfoma por medio de aondas 

moleculares para los genes de lnmunoglobullnaa y del receptor de c61ulas T. 

2) Establecer el estado dll diferenciación de dichas muestras de Hnfoma en baae al 

rearreglo detectado en cada una de las subunldades, y determinar si exista alguna 

correlación histológica. 

3) Determinar las posibles alteraciones de c-myc y establecer si exista alguna 

translocación con las cadenas de inmunoglobullnas. 

4) Investigar si existen secuencias virales del HTLV-1 y del virus de EB en el genoma 

celular de estas muestras. 
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MATERIALES Y METODOS 

Plldent11. 

Sesenta y tres pacientes con llnfoma procedentes de cuatro hospitales diferentes 

de la ciudad de México fueron Incluidos en el estudio. De esto& 63 paciente&, 39 fueron 

mujeres y 24 fueron hombres con edades de 5 a 90 anos. El diagnóstico histológico de 

las muestras fué realizado en conjunto por un grupo de patólogos utilizando la última 

clasificación propuesta (74). El tejido se obtuvo por medio de biopsias y se congeló a ·80 

•e hasta el anéllsls del DNA y ANA. 

Aislamiento del DNA de aho peso molecular. 

El DNA fué aislado de las muestras tumorales de acuerdo a métodos establecidos 

(121 ). El tejido se congeló en nitrógeno líquido y se pulverizó con un mortero. Se 

adicionaron 10 volumenes de solución de Hsls (10 mM Tris·CI pH 8.0, 0.1 M EDTA, 0.5% 

SOS, 20 µglml de RNAsa pancreática) y se Incubó durante 1 Hr a 37 ºC. Posteriormente 

se adicionó Protelnasa K a una concentración final de 100 µg/ml y se Incubó a 50 •e 

durante 18 Hr. Se realizaron extracciones con fenol, fenol-cloroformo (1 :1) y cloroformo­

alcohol lsoamflico (24:1) para eliminar las proteínas, y el DNA se precipitó con 2.5 

volumenes de etanol absoluto. Después de colectar el precipitado con un pipeta Pasteur, 

con el extremo en forma de U, se lavó con etanol al 70% dos veces. El DNA se 

resupendló en 10 mM Tris-CI pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0 y su concentración se 



determinó mediante la lectura de la absorbancia a 260 y 280 nm. 

Extracción del ANA. 

El ANA se extrajó por el método de Chomczynskl y Sacchl (122). El tejido se 

homogenlzó, a temperatura ambiente, con 2 mi de solución D (4 M lsotfoclanato da 

guanldina, 25 mM de citrato de sodio pH 7.0, 0.1 M de B·mercaptoetanol, 0.5 % de 

sarcozyl) en un polltrón. Secuencialmente se anadló 0.2 mi de 2 M acetato de sodio, pH 

4.0, 2 mi de fenol (saturado con agua), y 0.4 mi de cloroformo·alcohol lsoamlllco (49:1), 

mezclando a fondo por Inversión después de la adición de cada reactivo. La suspensión 

fue vigorosamente agitada por 10 seg y enfriada en hielo por 15 mln. Las muestras 

fueron centrifugadas a 10000 rpm por 20 mln a 4 ºC. La fase acuosa fué transferida a 

un tubo limpio, mezclada con 2 mi de lsopropanol y colocadas a -20 ºC por lo menos 1 

Hr para precipitar el ANA. Nuevamente se centrifugó a 10000 rpm por 20 mln y la pastilla 

de ANA se resuspendió en 0.3 mi de solucion D, y precipitada con 1 volumen de 

lsopropanol a ·20 ºC durante 1 Hr. Después de centrifugar por 1 O mln a 4 ºC en una 

mlcrocentrlfuga; la pastilla se lavó con etanol al 75% y el ANA se resuspendló en agua 

estéril (tratada con dietil plrocarbonato). Su concentración se determinó por la lectura de 

la absorbancia a 260 y 280 nm. 

Digestión del DNA genómico y transferencia a fittros de nitrocelulosa. 

Diez mlcrogramos de DNA de alto peso molecular fué digerido usando 30 U de 

• 



30 

dlfe111nte1 enzimas de restricción (EcoRI, BamHI, Hlndlll, Bglll, Xbal, Pvull). Los 

productos de la digestión fueron S8parados por electroforésls en geles horizontales de 

agarosa al 0.8%. La electroforésls se 111alizó durante 18 Hr a 2 vons/cm para una 

resolución mejor de los fragmentos de ano peso molecular. Una vez concluída la 

electroforésls, el gel fué tratado con 0.25 M HCI durante 15 min, para una hldróNsls 

pardal del DNA mejorando la transferencia de fragmentos mayores de 10 Kb. El DNA fué 

desnaturalizado 1 Hr con una solución de 1.5 M NaCI, 0.25 M NaOH a temperatura 

ambiente. Posteriormente se neutralizó con 1.5 M NaCI, 1 M Tris·CI pH 8.0 durante 1 Hr 

a temperatura ambiente. El DNA fué transferido a finros de n~rocelulosa por el método 

de Southern (123). 

Desnaturalización y transferencia del ANA. 

El fraccionamiento adecuado de las moléculas de RNA fué realizado en geles de 

agarosa conteniendo lormaldehído (124). Veinte mlcrogramos de RNA fueron 

precipitados y resuspendldos en 2.4 µI de 1 X Hepes/EDTA (1 OX es 0.5 M Hepes pH 7.8, 

0.01 M EDTA), 2 µI de formaldehído (al 37%) y 5 µI de lormamida deslonlzada. Las 

muestras S8 calentaron a 70 ºC por 10 mln y enfriadas en hielo Inmediatamente. Las 

muestras fueron sometidas a electrolorésls en geles de agarosa al 1.2% en 1 X 

Hepes/EDTA y 6% de formaldehído. Después de la electrolorésls el gel se equlNbró con 

20X SSC (3 M NaCI, 0.3 M citrato de sodio) durante 1 hr a temperatura ambienta y 

posteriormente fueron transferido a filtros de nitrocelulosa (125). 
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Hibridación del DNA y RNA con sondas radiactivas. 

Los filtros de DNA y RNA fueron Incubados a 42 •e durante 18 hr en 50 % de 

formamlda deslonlzada, 5X SSPE (20X es 3.6 M NaCI, 0.2 M fosfato de sodio pH 7.7, 

0.02 M EDTA), 5X solución Denhardt (50X es 1 % albúmina bobina, 1 % ficoll, 1 % polivlnil 

plrrolidona), 0.1% SOS y 100 µg/ml de DNA de esperma de salmón. Los Insertos 

purificados fueron marcados radlactivamente con "P por medio del método de •random 

primer" (126) y se adicionaron a la mezcla anterior, Incubándose con los filtros por otras 

18 Hr. Los Mros fueron lavados en 2X SSC, 0.1 % SOS a temperatura ambiente por 15 

mln, en dos ocasiones, y en 0.1 X SSC, 0.1 % SOS a 55 ºC por 30 mln también en dos 

ocaclones. Los filtros·fueron expuestos a pellculas de rayos X (X-OMAT K) para obtener 

las autorradiograffas. 

Aislamiento y purificación de plásmldos. 

Los plásmldos se aislaron por medio de fisls alcalina (121) de la siguiente manera: 

una colonia de bacterias, con el plásmldo de Interés, se Incubó en 150 mi medio Luria 

a 37 •e durante toda la noche. Después de centrifugar las bacterias a 5000 rpm durante 

15 mln a 4 •e, se resuspendló la pastilla en 10 mi de solución 1 (50 mM glucosa, 25 mM 

Tris-CI, pH 8.0, 10 mM EOTA, pH 8.0) y 1 mi de llsoslma (preparada a 10 mg/ml en 10 

mM Tris-CI, pH 8.0). Posteriormente se agregaron 20 mi de solución 11 (0.2 N NaOH, 1% 

SOS) y se mezcló suavemente Incubándose a temperatura ambiente por 1 O mln. Quince 

mililitros de solución 111 (3 M acetato de sodio, pH 5.2) fueron adicionados y la mezcla se 
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Incubó en hielo durante 10 mln. El precipitado se centrifugó a 10000 rpm durante 30 mln 

a <t •e y al sobrenadante se le adicionó 0.6 volumenes de lsopropanol, Incubándose 

durante 10 mln a temperatura ambiente. Nuevamente se realizó una centrifugación a 

10000 rpm durante 15 mln a temperatura ambiente y la pastilla se resuspendió en 1 mi 

de TE (10 mM Tris·CI pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0). El plásmldo fué tratado con SO µg/ml 

de RNAsa durante 1 Hr a 37 •c. Posteriormente se adicionó 400 µI de polietilen glicol 

(13% de polletilen gllcol BOOO, 1.6 M NaCI) para precipitar el plásmldo. Esta mezcla se 

Incubó en hielo durante 1 Hr y después se centrifugó 5 min a <t ºC en una 

microcentrifuga. Se eliminó el sobrenadante y la pastllla se resuspendió en TE, se 

realizaron extracclones con fenol, fenol·cloroformo (1 :1) y cloroformo·alcohol isoamllico 

(24:1 ). El plásmido se precipitó con 2 volumenes de etanol, y se resuspendió en TE para 

determinar su concentración. Los plásmidos fueron digeridos con las enzimas de 

restricción apropiadas para obtener los Insertos, y éstos fueron· aislados durante la 

electroforésls con membranas de OEAE·celulosa (121). 

Sondas moleculares. 

Varias sondas fueron utilizadas durante el análisis 'de los linfomas: 

A) Sondas para genes de lnmunoglobullnas. 

i) Cadena pesada. Un fragmento de 6 Kb BamHl·Hlndlll de la reglón J (127) fué 

utlllzado como sonda, la cual detecta un fragmenlo en forma germinar de 17 Kb en la 

digestión con BamHI y de 16 Kb en la digestión con EcoRI. 
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il) Cadena ligera Kappa. Un fragmento EcoRI de 2.5 Kb de la reglón constante 

(128) fué utilizado para detectar el rearreglo en las digestiones del ONA con BamHI. Esta 

sonda detecta un fragmento en forma germinal de 12 Kb. 

111) Cadena ligera Lambda. La sonda consistió de un fragmento de 3.5 Kb EcoRl­

Hindlll de la reglón constante CA2 (129), y detecta un polimorfismo de 8, 14, 16, 18 y 

21 Kb en la digestión con EcoRI. 

B) Sondas para las subunldades del RcT. 

1) RcT B. El rearreglo de la cadena B fué analizada con un cDNA de 300 pb Bglll 

(64) como sonda para la reglón constante (CB1 y CB2), detectando en las digestiones 

con BamHI un fragmento de 24 Kb, y de 11 y 4 Kb con EcoRI en forma germinal. 

ii) RcTv. Para analizar el rearreglo de la subunldadv se utilizó un cONA de 1.6 Kb 

obtenido de linfocitos T de sangre periférica que contiene secuencias V (familia VV2), J, 

C (Cl'1) clonado en el sitio EcoRI de pUC12 (130). Esta sonda detecta en forma germinal 

cinco fragmentos de restricción en la digestión con BamHI. 

iil) Rcn. En el análisis de la cadena~ se utilizó un cDNA de 1.5 Kb de limocitos 

humanos que comprende la región C~(66) y detecta en forma germinal un fragmento de 

14 Kb con BamHI. 

C) Sondas para c-myc. Un fragmento de 3.5 Kb Hindlll-Xbal del primer exón (131) 

fué utilizado en el análisis de la reglón 3', primer exónflntrón de c-myc. El plásmldo pRyC 

7.4 que contiene el 11 exón (60%) y el 111 exón (132) se utilizó en el análisis de la 

expresión de myc. 
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O) Sondas para Virus. La presencia del genoma de los virus de Epstaln-Barr y del 

HTLV·I fué Investigado con las sondas de 2.6 Kb BstEll qua contiene el fragmento oriP 

(133) y el fragmento de 8.25 Kb Sacl que contiene al genoma completo (134), 

respectivamente. Como control positivo para la presencia da EB se utilizó al DNA de la 

línea celular Aajl (135), y para HTLV·I se utilizó la línea celular HUT102 (136). 
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RESULTADOS 

La organización de los genes de lg, del RcT, de c-myc y la presencia de 

secuencias virales de Epsteln-Barr y HTLV-1 fué analizada en 64 muestras de "nloma de 

diferente tipo histológico. Dieciocho casos fueron diagnosticados hlstológlcamente como 

llnfomas de atto grado, 13 casos de grado Intermedio y 5 casos como llnfomas de bajo 

grado. Una serie de pacientes con micosis fungoides y otros llnfomas de dificil 

clasificación fueron lnclufdos en el grupo de llnfomas misceláneos (Tabla 3). 

Rearreglo de genes de lnmunoglobullnas. 

La detección de un rearreglo para los genes de lg o del RcT, fué evidente por la 

presencia de fragmentos adicionales o la pérdida del fragmento en forma germinal, la 

cual fué determinada utilizando células mononucleares de sangre periférica de individuos 

normales o de tumores no hematológlcos (por ejemplo, semlnomas). 

El DNA de los linfomas fué digerido con las enzimas de restricción Bam HI y Eco 

RI, y analizados con la sonda para cadena pesada (reglón J). En 34 linfomas de diferente 

tipo histológico se. detectaron rearreglos con esta sonda, y la intensidad de los 

fragmentos rearreglados fué variable en cada muestra analizada. En veintún casos, se 

identificaron dos o más rearreglos, al parecer por rearreglar ambos cromosomas, y en 

trece casos únicamente se detectó un fragmento rearreglado (Tabla 4). 

Al observar el patrón de rearreglo de cadena pesada en algunas muestras, éstas 
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mostraban un barrido de la línea germinal con rearreglos muy tenues. Esto nos puede 

Indicar la existencia de una pequena fracción de células tumorales o en su defecto de 

un proceso reactivo. Por otro lado, en cinco casos se detectó más de dos fragmentos 

rearreglados, debido posiblemente a la existencia de dos o más clonas en el mismo 

tumor. 

Cuando no lué posible detectar rearreglos para cadena pesada en las digestiones 

con Eco RI, Bam HI o Hlnd 111, fué utilizada la enzima Bgl 11. Esta enzima.digiere 

aproximadamente 300 pb 5' de J1 y 1 Kb de J6, y podría detectar rearreglos dentro de 

esta reglón. Con esta enzima se logró Identificar rearreglos en los linfomas L9, L 11, y 

L22. 

El análisis de las cadenas ligeras fue realizado con las sondas para la reglón c. 
y CA, en las digestiones del DNA con BamHI y EcoRI, respectivamente. Cabe mencionar 

que la evaluación del patrón de rearreglo en C A debe ser meticuloso deblo al 

polimorfismo que presenta este locus (129, 137). En 25 muestras, que han rearreglado 

previamente cadena pesada, se logró detectar rearreglos para c. y/o C.\. Hay una 

preferencia por rearreglar principalmente c. (20 casos), quizás como un reflejo del orden 

al rearreglar cadenas ligeras. 

Así, el rearreglo de los genes de lg establece el origen B y el estado de 

diferenciación de los linfomas. Aquellos que sólo han rearreglado cadena pesada (9 

casos) representan linfomas pre·B, mientras aquellos que han rearreglado ambas 

cadenas (25 casos) representan linfomas B maduros (Tabla 4). En el grupo de linfomas 
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pre-8 existe una ligera tendencia de paciente• mayores de 50 ellos con hlstologla1 de 

alto grado e Intermedio, mientras que en los llnfomas e maduros M praaentan en 

pacientes jóvenes y di edad avanzada con histologías di alto, Intermedio v bajo grado. 

La Figura 5 presenta algunas muestras repre1entatlvas de Hnfomu B. 

Rearregto de las subunldades del AcT en llnfomas. 

Quince muestras presentaron rearreglos en las diferentes subunldades del RcT 

(Tabla 5). De esta manera, el rearreglo de las subunldades del RcT en las muestras 

analizadas permite asignarlos como linfomas T e Identifica poblaciones clonales en estos 

tumores. La Figura 6 muestra un panel representativo de llnfomas T que han rearreglado 

RcT B, o • 

• RcT B. El ONA de tos tumores fué digerido con Bam HI y Eco RI, y analizados 

con un cDNA que Identifica ambas reglones constantes, CB1 y CB2. En la digestión con 

Bam HI se puede detectar rearreglos que Involucran cada una de las regiones CB1 y 

CB2 en un fragmento de aproximadamente 23 Kb. Esto crea alguna dificullad en la 

resolución de grandes fragmentos de rastricclón, sin embargo, este problema fué 

solucionado realizando la eleclrolorésls en bajos porcentajes de agarosa y a 2 vollslcm 

durante 48 hr, permitiendo asr detectar pequel\as diferencias en tamano en la niglón de 

20 Kb. Con la enzima Eco RI se genera una banda de 11 y 4 Kb. Del mapa de 

restricción del AcT B la banda de 11 Kb contiene la reglón CB1 mientras que la banda 

de 4 Kb contiene la niglón C82. En las quince muestras analizadas todas presentaron 
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reamiglos para esta subunldad. En la mayoría de los llnlomas el rearreglo afecta la 

reglón C B 1, debido a que el fragmento de 11 Kb con EcoRI esté alterado (Figura 6A). 

En el análisis con esta sonda fuá Importante comparar la Intensidad de las bandas 

en la digestión con Eco RI. En aquellas allulas que no son Nnfocltos T la• bandas son 

de Igual Intensidad. Una disminución de la Intensidad del fragmento de 11 Kb, puede ser 

debida a la presencia de poblaciones de Hnfocl1os T poNclonales los cuales han 

rearreglado o delatado al azar C81. Otra razón para la disminución de la Intensidad de 

la banda de 11 Kb es que hay una población clona! en la cual CB1 ha sido delatada en 

un cromosoma y no han rearreglado el otro cromosoma. Esto puede ser de1ermlnado 

evaluando la estructura de C02 con Bam HI (Figura 78 1). 

Patrones similares de rearreglo en RcT8. 

El tano de los fragmentos rearreglados de la subunldad 8 en varias muestras de 

llnfomas son muy similares. En los casos L40, L55 y L58 fragmentos del mismo 1amano 

fueron detectados con dos enzimas diferentes. Con Bam HI y Eco RI los tamanos 

reamiglados son de 6.4 y 6 Kb, respectivamente. Además, el L55 presenta deleción del 

fragmento de 23 Kb y un fragmento rearreglado de 13 Kb con Bam HI; mientras que con 

Eco RI hay otro fragmento die 11.5 Kb y una menor Intensidad de los fragmentos 

germinales de 11 y 4 Kb. En el L40 además existe un fragmento de 2.3 Kb con Bam HI 

y disminución del fragmento germinal de 11 Kb con Eco RI (ver Figura 78 1). En los otros 

Nnfomas existen rearreglos similares, de diferente tamano, detectados sólo con una 

enzima (12 casos con Bam HI y 11 casos con Eco RI) (Tabla 6). 
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- AcT r. La sonda utilizada para el análisis de ésta subunldad fUé un cDNA 

obtenido de llnlocltos de sangre periférica el cual contiene secuencias VV2JPCr1 , y el 

patrón de rurreglo tué determinado en tas digestiones del DNA oon Eco RI. Con Hta 

sonda se pueden Identificar cinco fragmentos de restrioción en forma germinal, 

corresponchntes a los tnts exones de CP1 'I a la reglón variable (ver Agura 68). En 6 

de 15 muestras que tienen rearreglos en RcTB, se observó rearreglo para esta subunldad 

y en el caso L8 hay delación de los fragmentos de 1.8 Kb y de 2.3 Kb. 

• RcT .s. La organización de la cadena.s, en los casos en donde se pudo realizar 

el anélisls, fué determinado mediante la digestión del DNA con Bam HI y una sonda para 

la reglón C.s. Todas las muestras mantienen su configuración en forma germinal (Tabla 

5). La falla de rearreglos en estos llnlomas probablemente sea debido a la sonda 

empleada (ver Discusión). Sin embargo, en algunos llnlomas (6 casos) la Intensidad de 

la banda germinal fUe menor al del control (Figura 6C). Esta posible delación podrla ser 

consecuencia del rearreglo de la cadenaa, debido a su localización dentro de este locus. 

Rearrreglos slmulléneos de genes de lg y del RcT en 

linfomas. 

Durante el análisis de los llnlomas con las diferentes sondas para lg y del AcT se 

logró identificar un grupo de ocho llnfomas que presentan rearreglos en ambos locl 

(Tabla 7). 

En los casos L40, L66 'I N6 tienen rearreglos en P y RcT B, mientras que los 



linfomas N5 y N9 mostraron rearreglos para cadena pesada y ligera de lg, además de 

rearraglos en RcT B. Posiblemente los primeros representen linlomas Inmaduros en 

donde coexisten reamiglos simuháneos, mlentres que los segundos representan linfomas 

e maduros con rearraglos anormales en RcT a. Por otro lado, los Nnfomas L9, L55 y L5a 

han reamiglado cadena pesada y ligera de lg, y diferentes subunidadas del RcT (Rgura 

7). La Intensidad ele las bandas rearregladas en estos últimos casos es diferente, y 

posiblemente representan poblaciones celulares distintas en estos tumores. Sorprenden­

temente, la mayorla de los pacientes son de edad avanzada. 

Llnfomas con genes en línea germinal. 

De los 64 casos analizados con las sondas para lg y del RcT, sólo siete (L2t, L25, 

L31, L54, L61, N1 y N19) muestras mantuvieron su configuración germinal con cualquiera 

de las sondas empleadas. Además, en ninguna se observó un barrido da la llnea 

germinal qua IÜara Indicativo de algun proceso reactivo. Hlstol6glcamanta todas 

representan linfomas agresivos de alto grado a Intermedio, con una gran cantidad da 

céulas neoplásicas. 

Altaraclones moleculares de c-myc en linfomas. 

La translocación t(8;14) as una de las más frecuentas qua ocurra en los linfomas 

Burkltt y en llnfomas difusos. En ella están Involucradas algunas reglones da la caclena 

pesada da lg y al gen c-myc, por lo qua se decidió analizar nuestros linfomas en 
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búsqueda de esta translocación. En todas las muestras analizadas, excepto cinco, no se 

encontraron alteraciones de c·myc (por ejemplo, rearreglo, amplificación o mutaciones). 

Las muestras con alteraciones en c-myc son hlstológlcamente de tipo Burkltt (L3, 

M13, M19y M20, de pacientes menores de 15 arios) y di c61ulaspequellas con núcleo· 

no hendido (L15, de 45 arios di edad). Los casos L3 y L15 tienen rearreglos en cadena 

pesada (linfomas pre·B) y en M13, M19 y M20 existen rearreglos en ambas cadenas, 

siendo llntomas e maduros (Figura 8A). 

El anélisls de c-myc fué realizado con las enzimas Eco RI y Hlnd 111, y una sonda 

para el primer axón. Estas enzimas generan fragmentos de 13 y 12 Kb que abarca los 

tras axones, y alteraciones que caen dentro de este gen o en la proximidad de sus 

extremos pueden ser detectadas. Asl, en los linlomas L3, L15 y M13 se detectaron 

alteraciones con esta sonda (Figura 8 B). Ademé&, en L15 el fragmento alterado de c­

myc comlgra con uno de los rearreglos de la reglon J, lndlcéndonos que la translocaclón 

ha ocurrido en ésta zona de la cadena pesada 

Para determinar el sitio de rompimiento en c-myc, se utilizó una serie de enzimas 

que se localizan en la región 5', primer axón y primer lntrón. En las digestiones con Xba 

l y Sac 1 un nuevo fragmento es detectado en las muestras L 15 y M13, mientras que con 

Pst 1 esté en forma germinal. Por lo tanto, el rompimiento se localiza entra los sitios Sac 

l y Pst 1 del extremo 5'. En cambio, en el L3 la digestión con estas enzimas no reveló 

alteraciones, por lo que el rompimiento, qulzés se localice en su extremo 3' (Figura 9). 

En los llntomas M19 y M20 la translocaclón al parecer cae fuera de los sitios EcoR 
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1 y Hlnd 111, ya que el patrón de restricción fue similar al control (ver Figura 80). Sin 

embargo, en estos linlomas se encontraron mutaciones que afectan el sitio Pvu 11. Un 

nuevo fragmento de 1. 7 Kb es detectado en ambas muestras, Indicando que el sitio Pvull 

dentro del primer axón ha sido pérdldo (Figura 10). De igual manera, este tipo de 

atteración también fué encontrado en el caso L3. Por otro lado, en el M13 18 detectó un 

fragmento rearreglado de 2.8 Kb. Para descartar que existe un polimorfismo de esta 

enzima, se analizaron varias muestras de linloma B y T, asr como neopléslas no 

hematológicas y controles, y en todos ellos no se encontro ningún fragmento adicional 

(elato no mostrado). Estas atteraciones en c-myc, tal vez, contribuyen a una 

desrregulación en la expresión del RNAm, la cual se vió incrementada en los linlomas 

L 15, M19 y M20 al ser analizada por medio de "Northem Blot" (ver Figura 11 ). 

Detección de las secuencias virales de EB y HTLV-1. 

La presencia del virus de EB y HTLV·I fu6 analizada cualitativamente por "slot 

Blot" en todas las muestras de llnloma. Secuencias de EB fueron detectadas en 10 

Hnfomas B (3 pre-B y 7 B), en 3 Unlomas T y en un Unfoma blgenotrplco, con 

Intensidades diferentes para cada muestra, debido al número de copias p19sentes en 

cada tumor (elato no mostrado). 

En ninguna de las muestras fué posible detectar secuencias de HTLV·I, sin 

embargo, en un paciente con SIDA (L49) 18 encontraron anticuerpos contra el retrovtrus. 
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DISCUSION 

El rearreglo de los genes de lnmunoglobulinas o del receptor de células T es un 

paso obligatorio durante la diferenciación de células linfoides comprometidas hacia un 

linaje B o T, respectivamente. Este rearreglo en el DNA es el resultado del ensamble de 

genes funcionales y está asociado con cambios en su estructura que altera la 

configuración original, y con el uso de sondas moleculares para lg o el RcT, se puede 

establecer el origen celular y estado de diferenciación de gran un número de neopláslas 

linfoides. 

El objetivo de la presente Investigación fue caracterizar a nivel molecular muestras 

obtenidas de pacientes con linfoma, para la Identificación del tipo celular (B o T), el 

estado de diferenciación, y establecer una correlación entre los hallazgos moleculares 

e hlstopatológicos. Esto fué realizado utilizando sondas especificas para detectar el 

evento de recombinación en cadena pesada y ligera de las lg, y para las subunidades 

B, I' y~ del RcT. Por otro lado, también se Investigó si exlstian alteraciones de c-myc y 

la asociación de los virus EB y HTLV-1 en el DNA tumoral. 

En la mayoría de las muestras (53%) se detectaron rearreglos para los genes de 

lg. El rearreglo en las diferentes cadenas permitió asignarlos como linfomas pre-B (9 de 

34) y llnfomas B maduros (25 de 34). Tanto rearreglos de cadena pesada y ligera fueron 

detectados en todos los tipos histológicos de linfoma, sugiriendo que incluso en los 
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!Infamas de alto grado (por criterio histológico) son derivados de células que han 

madurado más alla del estado pre-B. La correlación entre los datos moleculares y el tipo 

histológico muestra una ligera tendencia de linfomas pre-B, con hlstologlas de alto grado, 

en pacientes mayores de 50 anos. 

En estos llnfomas B, al parecer un alto porcentaje (62%) de los tumores exhiben 

rearreglos de ambos alelos de cadena pesada, detectados con la sonda J... Este 

porcentaje es considerablemente más alto al de varios reportes publicados (107, 138), 

sin embargo, es comparable al de sistemas murinos en donde la gran mayoría de las 

células B rearreglan ambos cromosomas de cadena pesada (139). Esto sugiere que el 

proceso del rearreglo en cadena pesada en estos !infamas es relativamente Ineficiente, 

requiriendo dos Intentos antes de que sea productivo. Por otro lado, ya que varios de los 

tumores muestran un sólo rearreglo en cadena pesada, perdiendo también rearreglos en 

cadena ligera, es posible que en ciertos casos representen rearreglos OJ más que 

rearreglos VDJ. 

Los linlomas B, al Igual que otros tumores, se piensa que derivan de expansiones 

monoclonales de una sola célula progenitora transformada, en donde no deberían de 

tener más de dos configuraciones de rearreglos para los genes de lg, es decir, un 

rearreglo por cada uno de los dos alelos. Sin embargo, los hallazgos de rearreglos 

distintos en diferentes poblaciones de células tumorales (purificadas del mismo llnloma 

en base a su expresión ldlotíplca) ha suministrado evidencia adicional que los linfomas 

pueden tener un origen ollgoclonal, mas que monoclonal .<140, 141). En general, la 
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ollgoclonalidad puede ser sospechada de los datos del rearreglo genómlco cuando dos 

o més rearreglos son detectados por una sola sonda, debido a que cada clona Individual 

muestra un rearreglo caracterlstlco. 

Otra explicación para estos hallazgos se basa en que algunas neopláslas B sufren 

una hipermutaclón somática en los genes de lg, que pueden alterar la expresión ldlotlpica 

dentro del tumor monoclonal y dar la apariencia de ollgoclonalidad (142, 143). Todavía 

otra explicaclón para estos fenómenos, es de que clonas únicas pueden continuar 

sufriendo rearreglos, por ejemplo, cambios de clase, reemplazo de reglones VD 

previamente rearregladas por regiones V 5' (en ciertas lineas murinas pre-B), y/o simples 

deleclones 3' a la región J.. (144, 145), en donde afectan los sitios de restricción en o 

alrededor de genes de lg rearreglados, dando lugar a bandas adicionales. 

En cinco muestras de llnfomas B se detectaron más de dos fragmentos 

rearreglados con JH, con diferentes intensidades, lo qua Indicarla que más de una clona 

existe en el tumor. A pesar d& los rearreglos en cadena pesada, no se Identificaron más 

de dos rearreglos para cadena ligera (Tabla 4). Sin embargo, los linlomas L2 y L70, 

histológleamente representan una mezcla de tipos celulares (mixtos de células grandes 

y pequellas), en donde posiblemente exista una población Inmadura con rearreglos sólo 

para J", y otra más madura con rearreglos para ambas cadenas. En los linfomas 

restantes (L3, L 15 y L6), la presencia del fragmento adicional es Incierta. Pensar que la 

mutación somática es una de las causas para la presencia de bandas extras en estos 

linfomas, es improbable, debido a que se presenta con una mayor frecuencia en los 
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linfomas foliculares maduros (142, 143) y nuestras muestras representan linfomas difusos 

lnmadUros. Attematlvamente, en estos linfomas puede haber ocurrido reemplazos de sus 

elementos VDJ previamente rearreglados, como sucede en los precursores pre-B de LLA 

(145), o que dos clonas estén relacionadas a través de una célula pre-e común en las 

cuales han elegido un gen de cadena pesada y que todavla no eUgen cadena ligera, o 

que definitivamente surjan de dos clonas transformadas Independientemente. Una 

estrategia para determinar el origen del fragmento serla clonar y secuenciar los 

fragmentos y establecer si estén o no relacionados. 

Quince tumores fueron clasificados como linfomas Tal tener rearreglos en algunas 

de las subunldades del RcT. Rearreglos y/o deleclones para RcT 8/Vfueron detectados 

en todas las muestras, excepto en ocho llnfomas en donde sólo existen rearreglos para 

RcT B. No se detectaron re arreglos para Re T &, sin embargo, la Intensidad del fragmento 

germinal es menor, posiblemente debido al rerreglo que sufre la subunldada. 

Aunque estas sondas moleculares son valiosas en el establecimiento de la 

clonalidad, su utilidad en la definición del linaje requiere cuidadosa consideraclon. ·Por 

ejemplo, aunque el rearreglo é:ompleto (VDJ) de P y RcT e son buenos Indicadores de 

linaje B y T, respectivamente, el primer rearreglo O y J de P y RcT B pueden encontrarse 

en neoplésial linfoides pertenecientes a linajes By T, y en leucemias mieloides (146-

148). Por otro lado, el rearreglo de RcT vi& no es exclusivo de linaje T. Un gran número 

de leucemias B Inmaduras, llnfomas B e Incluso leucemias ·mleloldes han rearreglado 

RcTV y/o TcR& (149-152). Estos estudios sugieren, sin embargo, que el patrón de 
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rearreglos del locus p/¡¡ en conjunto con el rearreglo de RcT B e lg germinales sólo es 

visto en tumores linfoides con un fenotipo T. 

A través del estudio de células tumorales y líneas celulares, se ha determinado 

el orden en el cual los genes de lg son rearreglados durante la diferenciación de los 

linfocitos B (18·20). En los linfocitos T, 4 genes sufren rearreglo sométlco, y sin embargo, 

el orden en el cual esto sucede y la especifidad del rearreglo en definir el linaje 

(principalmente con RcT V/6) no han sido bien establecido. En hlbridomas derivados de 

hlgado y timo fetal de ratón, rearreglos de los genes de RcT P fueron detectados en 

células de hígado así como también en el timo, aunque rearreglos de RcT B y RcTcr 

ocurre principalmente o exclusivamente en el timo (153). Por ello, se sugiere que 

rearreglos de RcT ¡• ocurren en una alta frecuencia durante la diferenciación temprana 

de linfocitos T. Ademés, el anélisls de las subunldades del receptor en neoplésias 

linfoides T apoya esta jerarquía de rearreglos RcT 6 > RcT P ~RcT B+cr(149·152), con 

algunas excepciones, en donde pueden haber rearreglos sin que previamente hayan 

rearreglado otras cadenas (154-156). Estos hallazgos indican que el rearreglo de AcT 

116 y su expresión puede no ser siempre necesaria para la diferenciación y funciones 

antígeno-específicas de un pequeflo número de células T. 

El rearreglo de las subunidades del RcT en nuestros linlomas T no siguen 

totalmente el orden secuencial propuesto anteriormente. Existen rearreglos solamente 

para RcT ll (8 casos), rearreglos para RcT l1B (6 casos) y el RcT ¡¡ esta en forma 

germinal. Una de las razones de no haber encontrado rearreglos de RcTY, es que estos 
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linfomas hayan utilizado C r 2 durante el proceso de recombinación, lo cual es muy 

común entl'll neoplásias de origen T (157, 158), y por lo tanto, no ser detectadas con 

nuestra sonda debido a que es homóloga a la 1'8gión C>'1. En cuanto a la subunidadli, 

la falta de 1'8arreglos también es atribuible a la sonda empleada. Aearl'8gios de RcT lino 

pueden ser detectados porque existen segmentos adicionales J entl'8 los sitios Bam HI, 

Jli3 y la reglón constante (159). Sin embargo, no hay que descartar la posibilidad de que 

estos patrones sean característicos de una población diferente de linfocitos T, y que 

rearreglos preferenciales correlacionan con l'llceptores de superficie responsables para 

el 'homlng' a sitlosespeclflcos, con manifestaciones cllnopatológicas distintas (160, 161 ). 

Patrones similares de l'llarreglo de RcT B parecen ocurrir en diferentes pacientes. 

Por ejemplo, en 11 casos existen rearreglos muy similares (Tabla 6). Estos hallazgos 

sugieren que hay, ya sea, un repertorio limitado de posibles rearreglos o una asociación 

entre el desarrollo de llnfoma y patrones especllicos de rearreglo. El número limitado de 

patrones puede ser debido a un pequeno número de rearreglos posibles. Esto es 

Improbable porque en clonas funcionales de células T muestran un amplio rango de 

rearreglos. Otra explicación para el limitado número de raarreglos vistos en pacientes con 

finfoma es que de alguna manera la generación de rearreglos pueden jugar un papel en 

el desarrollo del llnfoma, en donde clonas con ciertas regiones variables son más 

susceptibles de sufrir transformación. Más evidencia de que rearreglos de genes del RcT 

B son en enfecto Idénticos o de Importancia en linfoma son necesarios. Esto puede ser 

obtenido a través del uso de otras enzimas de restricción (como en los linfomas L40, L55 
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y L58, Figura 78 1), el estudio de un gran número de pacientes, el alslamlento de los 

fragmentos rearreglados o por medio de la reacción en cadena de la pollmerasa (PCR) 

para amplificar las reglones variables utilizadas por estos Nnfomas. 

lnteresantemente, en Unfomas de pacientes con edad avanzada (mayonss de 60 

anos) fueron detectados rearreglos simultáneos de genes de lg y del RcT. La presencia 

de estos rearreglos podrla evaluarse mediante la Intensidad de los fragmentos 

detectados. Es decir, si la Intensidad de las bandas rearregladas es diferente para lg y 

RcT, podrían existir dos poblaciones en el tumor. Por otro lado, si la Intensidad es Igual 

Indicarla que estos rearreglos ocurren en una población de Igual tamano. Asl, el concepto 

de un rearreglo de linaje mixto dentro de la misma clona de linfocitos es atractivo. En la 

Tabla 7 se Indican las posibles poblaciones que existen en estos tumores. 

09 estos datos surgen algunas prtiguntas Interesantes relacionadas a la regulación 

de los genes de lg y del RcT durante los estadios tempranos de la dlfensnclaclón de los 

Nnfocitos, la fidelidad de estos eventos, reflejadas en clonas linfoides, y la posible 

contribución de rearreglos Inapropiados en la propia linfomagénesls. Nuestros hallazgos 

en células tumorales cuestionan si rearreglos combinados de lg y de RcT nspresentan 

una consecuencia de la transformación neoplásica (que es más evidente en la vejéz), o 

que pueden ocurrir durante la diferenciación linfoide normal. En el primero de los casos, 

es posible que el genotipo dual es un evento relacionado a la transformación, que se 

refleja en la desrregulaclón de .la maquinaria genética que controla la diferenciación en 

las células neoplásicas. Varios estudios demuestran que leucemias Inmaduras T 
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frecuentemente tienen rearreglos clonales de genes de P, y que neopléslas linfoides de 

linaje B (con una frecuencia mayor a las de linaje T), similarmente tienen rearreglos 

clonales de RcT 8 y v (149·152, 162). Así, estas neopláslas Nnfoldes blgenotípicas 

podrían representar ejemplos de Infidelidad de Nnaje linfoide. Alternativamente, el 

genotipo dual puede ocurrir en células normales, como se ha demostrado en varios 

reportes donde al raarraglo de la cadena pesada y su expresión ocurra en tlmocltos y 

linfocitos T cltotóxlcos (163, 164). 

La explicación de los rearreglos de linaje cruzado reside en el control del 

mecanismo por al cual la recomblnasa y la secuencias necesarias son expuestas o 

disponibles. Transcritos en forma germinal de P (163) o del RcT 8 (165) pueden 

encontrarse en c»lulas linfoides normales o leucémlcas de linaje Inapropiado. Estos 

resultados Indican algun grado de cromatina abierta con suficiente accesiblUdad para la 

ANA poNmarasa y a las secuencias en c»lulas Nnfoldas en la au1&ncia da, o anterior a, 

rearreglos detectables. Ademés, la configuración de la cromatina y el grado de matilaclón 

podría promover esta accesibilidad a la recombinasa rearreglando genes de lg y del RcT 

(166). 

Otra posible explicación sería la existencia da dos poblaciones clonales en al 

tumor. Existe evidencia que clonas separadas de Anfocitos B y T pueden desarrollarse 

en los Nnfomas, como consecuencia de la transformación de una c»lula pturipotencial 

capaz da generar ambos linajes, o que factores externos (por ejemplo, el efecto 

carclnogénlco de la quimioterapia o condiciones autolnmunes) pueden Influir en al 
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desarrollo de estas clonas (167). 

El mayor criterio lnmunolenotrplco para la definición de malignidad en los llnfomas 

ha sido la expresión de lg citoplásmatlca o de superficie por clonas B, con una restricción 

de un sólo tipo de cadena ligera. Además, el uso de sondas moleculares ha permitido 

establecer el estatus clona! en estos tumores. Sin embargo, se han descrito con cierta 

frecuencia llnfomas malignos con genes en configuración germinal (138, 123, 168, 169). 

En nuestra serie de llnfomas siete muestras retienen sus genes en configuración 

germinal. Esto podría deberse a problemas metodológicos o que los tumores tengan 

pocas células neoplásicas (menos del 1%) ·para ser detectados con las sondas. Sin 

embargo, nosotros hemos detectado rearreglos clonales de lg y RcT en 32 casos de 

llnfomas (ver Anexo 1, 170), y los tumores hlstológlcamente tienen un gran número de 

células neoplásicas. Una explicación biológica sería la que asigna a los llnfomas en 

diferentes estados de diferenciación de células B o T. Así, llnfomas con genes de lg o 

RcT germinales pueden representar expansiones clonales de células B muy Inmaduras 

o células T congeladas en un estado de prerrearreglo de la diferenciación. Otra manera 

de discutir el genotipo nulo de los linfomas es considerar las características clínicas de 

tal categoría. En un reporte reciente, este tipo de llnfomas agresivos Inmaduros muestra 

un rápido crecimiento, enfermedad extensiva, afección extraganglionar y un buen 

pronóstico después de quimioterapia Intensiva (171 ). Al parecer nuestro grupo de 

llnfomas que cae en esta categoría muestra ciertas características de los linfomas antes 

mencionados. 
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Las translocacfones cromosómlcas en leucemias y linfomas, frecuentemente, pero 

no siempre, Involucran genes de lg o del RcT. Como resultados de errores en la 

recombinación, una variedad de genes celulares son yuxtapuestos dentro de estos locl, 

con una aparente desrregulaclón transcripclonal del gen celular translocado. Varios de 

los ganas activados codifican para proteínas del tipo hallce-asa-halice (HLH). Estas 

proteínas comparten una secuencia característica, la cual promueve la unión al DNA y 

la dlmarlzaclón con miembros heterólogos, jugando un papel esencial en la regulación 

con la unión a potencladores de la transcripción. MYC es la proteína prototipo HLH 

oncogénlca, y recientes reportes de su secuencia específica de unión a DNA y el 

aislamiento de su companero para la dimerizaclón apoyan un papel importante en el 

control transcrlpclonal (172, 173). Por ello, las diferencias cualitativas o cuantitativas en 

la expresión de genes celulares seleccionados, resultan en niveles Inapropiados de 

productos génicos comparados con células normales en estados equivalentes de 

diferenciación, promoviendo la progresión hacía, o la salida de, el ciclo celular. 

En la translocaclón t(8;14), una de las más frecuentes en los llnfomas Burkitt, c­

myc y los genes de cadena pesada de lg están Involucrados (174). El sitio de ruptura es 

dentro o adyacente a c-myc, mientras que en el cromosoma 14 se localiza en en los 

ganas de la cadena pesada en cualquiera de las reglones J o S (switch). La localización 

del rompimiento se ha relacionado al· origen geográfico del tumor, con características 

fenotípicas y probablemente con la presencia o ausencia del virus de Epsteln-Barr (175-

177). Diferencias en los patrones de los sitios de rompimiento pueden también reflejar, 
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y quizás son, una consecuencia de diferencias en el estado de diferenciación de las 

células en los cuales la translocaclón ocurre. 

Oe los linfomas analizados, cinco muestras tienen alteraciones moleculares en e· 

myc, sugiriendo que en ellas llevan la translocaclón t(8;14), aunque en dichas muestras 

no se realizó el cariotlpo. El análisis de c-myc demuestra que los linfomas tipo Burkltt 

(por criterio histológico) en México, el rompimiento se localiza en el primer exón/lntrón 

(como en el caso del L15 y M13) e Involucra la reglón J" (L15), o reside en su extremo 

3' (como en el linfoma L3). Esle tipo de translocaclón es la descrita para la variedad 

esporádica. Por otro lado, sin embargo, también existe la translocaclón endémica que 

cae fuera de c-myc (como sucede en M19 y M20). SI la hetereogeneldad en el tipo de 

translocaclón de estos tumores tienen alguna reelevancia en la patogénesls, falta por ser 

determinada. A pesar de ello, tal vez en nuestra población ciertos aspectos genéticos y 

socloeconómlcos jueguan un papel lmponante en la presentación de dichas 

translocaclones. Además, la elevada expresión de c-myc puede ser una de los múltiples 

factores Involucrados en la patogénesls de estos tumores. 

La posibilidad de que los linfomas tuvieran una etilogfa viral, resultó de las 

Investigaciones realizadas por Epstein y sus colaboradores en 1964, al Identificar 

partículas virales en células cultivadas In vitro de un paciente con un lintoma Burtdtt. 

Además, EBV ha sido asociado con linfomas B que surjen de una variedad de estados 

lnmunodeficlentes congénitos y adquiridos (178). Aunque estos datos apoyan fuertemente 

la Idea de que EBV esta íntimamente Involucrado en la patogénesls de estos linfomas, 
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otras observaciones sugieran que factores adicionales deben estar Involucrados, y por 

ende, aólo sea un virus pasajero. Primero, la Infección por EBV no está limitada a los 

lugares geogrliflcos donde el linfoma de Burkltt es endémico, y además es un virus 

ubicuo que aslntomlillcamente Infecta a casi todos los adultos en el mudo entero. 

Segundo, se conoce que EBV es el causante de la mononucleosls Infecciosa, 

caracterizada por una proliferación policlonal de células B Infectadas, en donde una 

respuesta eficaz del sistema Inmune es critica para el mantenimiento y control de la 

Infección. Finalmente, aunque EBV inmortaliza células B In vitro, éstas células no 

adquieren un fenotipo transformado, o forma tumores cuando son Inyectados en ratones 

(179). 

Nuestro Interés sólo se enfocó en determinar la frecuencia de EBV en los tumores 

y que significado podrlan tener dichos hallazgos. Todas los linfomas fueron analizados 

por medio de "slot blot", encontrando que catorce casos llevan secuencias de EBV con 

diferentes Intensidades (en cinco de ellos la Intensidad es més tuerte), debido qulzlis al 

número de coplas en cada tumor. Esta baja frecuencia de EBV en los llnfomas nos hace 

pensar en Infecciones previas, y que no existe una asociación con el desarrollo de 

linfomas. Serla Interesante Investigar si en las muestras positivas para EBV, éste se 

encuentra en forma clonal o eplsomal, mediante el anélisls del extremo de su forma lineal 

Intermediaria, la cual contiene un número variable de repelidos en tanden (180), y 

establecer si la Infección ha ocurrido antes o después del desarrollo de la expansión 

clonal de los llnfomas, y si EBV tiene un papel Importante en el desarrollo de las mismas 
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(181). 

Una nueva familia de retrovlrus humanos, los virus lintotroplcos de ctlulas T 

humanas (HTLV), que Incluye el HTLV·I, HTLV-11 y VIH-1 o 2, han sido asociados con 

neopléslas humanas (182). El tipo 1 está etlol6glcamente unido a la leucemla/linfoma 

adulta de células T (LLAT) y a la paraparesis tropical espástica, y ha sido aislado 

frecuentemente de pacientes con SIDA. EL VIH, es al responsable del SIDA, que es una 

enfennedad fatal con una severa deplesl6n de linfocitos T cooperadores, lo cual1>11rmhe 

una variedad de Infecciones oportunistas y/o neopláslas, particularmente sarcoma dé 

Kaposi y lintomas. Ninguno de los linfomas analizados contienen secuencias de HL TV-1. 

Sin embargo, en una paciente con SIDA y un llnfoma B, que también lleva secuencias 

de EBV, se encontraron anticuerpos contra HTLV·I. En el Anexo 11 se describe el anélisis 

realizado en este caso. 

En resumen, el análisis molecular lué llevado a cabo para evaluar y acumular mis 

infonnacl6n sobre las características genotiplcas de diferentes tipos de linfomas, 

expandiendo asl nuestro conocimiento de la blologla de los linlomas malignos. 
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CONCLUSIONES 

Los rearreglos para los genes de lg y del RcT que fueron detectados en los 

linlomas, y en asociación con el curso cllnlco, ayudan a distinguir condiciones linfoides 

reactivas de proliferaciones clonales malignas. Las sondas moleculares, en asociación 

con la lnmunohlstoqulmlca (cuando ésta es disponible), permite la asignación del linaje 

B o T en un gran número de estas neopláslas, y pueden también proveer Información 

acerca del posible estado de diferenciación del cual la clona tumoral emerge. Estos 

rearreglos son especialmente útiles para el análisis de los linfomas en donde anticuerpos 

monoclonales contra marcadores de superficie son incapaces de definir una población 

clona!. Varios de estos llnfomu pueden ser el resultado de anormalidades en células 

derivadas de los estadios tempranos del desarrollo de linfocitos antes de comprometerse 

hacia un linaje.' 

Así, en la mayoría de los llnlomas B analizados, es necesario que sucedan dos 

eventos de recombinación en cadena pesada para continuar al rearreglo en cadenas 

ligeras, principalmente en Kappa. Algunos linlomas B puaden ser ollgoclonales, 

presenténdose en formas Inmaduras o en aquellos que representan una mezcla celular. 

Además, es evidente que en Individuos de edad avanzada existe una tendencia de 

presentar llnlomas pre·B y blgenotfplcos, quizás como un reflejo de la actividad 

translormante que se Incrementa más en esta etapa de la vida. Por otro lado, el tipo de 

translocaclón y la expresión elevada de c·myc, pueden ser factores adicionales 



57 

importantes en la patogénesis de un cierto tipo da linlomas 8 agresivos. 

SI en los Nnlomas T hay un uso restringido da 111glones variables VB's, obviamnete 

tienen implicaciones en 11 desarrollo, diagnóstico y terapia de estos tumores. Por lo que, 

es necesario anaWzar y determinar que reglones son prelerenclalmente utilizadas en 

estos llnlomas T, lo qua podrla axp«car al patrón da rearraglos simllaras detectados con 

la sonda para RcT 8. 
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TABLAS Y FIGURAS 



Tabla 1. Claslficaclón hlstológlca de los linfomas. 

Bajo Grado 

A. Llnfoma maligno, de linfocitos pequellos consistente con 
leucemia linfocltlca crónica, plasmacltolde. 

B. Llnfoma folicular de células pequel\as, áreas con esclerosis difusa. 

82 

C. Llnfoma folicular mixto, células grandes y pequal\as con núcleo hendido, 
áreas con esclerosis difusa. 

Grado Intermedio 

D. Llnfoma folicular de células grandes, áreas con esclerosis difusa. 
E. Llnfoma difuso de células pequel\as con núcleo hendido. 
F. Llnfoma difuso mixto de células grandes y pequellas, esclerosis con células 

epltelioldes. 
G. Llnfoma difuso de células grandes, esclerosis de células hendidas y no 

hendidas. 

Atto grado 

H. Llnfoma de células grandes; sarcoma lnmunoblástlco; plasmacitoide. 
l. Llnfoma llnfoblástlco. 
J. Llnfoma de células pequanas con núcleo no hendido, Burkitt, áreas 

foliculares. 

Mlscelaneos 

Compuestos 
Micosis fungoldes 
Hlstlocltlco 
Plasmacitoma axtramedular 
Inclasificable 
Otros 
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Tabla 2. Estadlflcación de los llnfomas. 

Estado 1: Afección de una sola reglón ganglionar (1) o un sólo sitio extralinfatlco (IEl· 

Estado 11: Afección de 2 o más reglones ganglionares en el mismo lado del diafragma 
(11) o afección localizada de un sitio extralinfático y una o más reglones 
ganglionares en el mismo lado del diafragma (llEl. 

Estado 111: Afección de regiones ganglionares en ambos lados del diafragma (111) las 
cuales pueden estar acompall.adas por afección extrallnfátlca localizad& 
(lllE) o afectar bazo (111,) o ambas (111.,). 

Estado IV: Afección diseminada de uno o más órganos extrallnfátlcos o tejidos con o 
sin enfermedad ganglionar asociada. 

Slntomas: A: asintomático. 
B: Fiebre, sudor nocturno, pérdida de peso • 10% del peso total en los 6 
meses previos. 
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Tabla 3. Características clínicas de los linlomas. 

CASO EDAD SEXO ESTADIO" Dx' 

Alto Grado 
L1 66 M IVB J 
L3 5 M J 
L5 78 F 11 H 
L15 45 M llEB J 
L23 69 M lllA H 
L24 62 F lllB H 
L33 76 F IVB H 
L40 73 M 1 H 
L49 49 M IVB H 
L51 90 F IEA H 
L54 55 M IVB H 
L58 70 M lllA H 
L60 59 F lllE H 
L71 30 F llB H 
M10 28 M llB H 
N1 29 M lllB H 
N2 23 M IVB H 
N13 73 M IV J 

Grado Intermedio 
L2 70 F IVB F 
L6 55 F IV E 
L12 52 F IV F 
L13 22 M llB F 
L14 75 M IVA G 
L16 19 F IV F 
L25 43 M G 
L28 83 F IV G 
L36 17 M IVB E 
L66 67 F llB F 
L64 18 M llE F 
L70 36 M lllB F 
M15 76 F llE E 

Bajo Grado 
L11 58 M IVA c 
L22 68 F IV B 
LSS 66 M lllB A 
N9 45 F llA c 
N11 55 M IVB c 
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Tabla 3 (Con.). Caractarlstlcas cllnlcas da los linfomas. 

CASO EDAD SEXO ESTADICf Dx' 

Miscalanaos 
LB 31 M 111 
L9 71 F NC 
L10 51 F 111 
L26 36 M IEA MP 
L30 16 F NC MF 
L69 68 M NC 
M1 70 M MF 
M3 58 M IV MF 
N3 36 F IA MF 
N4 36 F 111 MF 

a: Tipo histológico, la letra describa el subtipo histologlco 
descrito en la Tabla 1. 
b: Estadiflcación propuesta por la Ann Harbar 
e: Micosis fungoldes 
NC: no clasificado. 
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Tabla 4. Análisis molecular de linfomas B. 

c CASO S/E JH c, C.t TIPO CEL. 

AG L1 M/66 A(2) G G pre·B 
AG L3 M/5 OA(2t,1) G G pre·B MYC EBV 
AG L15 M/45 OA(2,1t) G G pre·B MYC EBV 
AG L51 F/90 A(1) G NA pre·B EBV 
GI L6 F/55 OR(2,1t) G NA pre·B 
GI L28 F/83 A(2t) G G pre·B 

L62 F/33 A(2) G G pre·B 
BG L11 M/58 A(1t)' G G pre·B 

N18 A(1t) G G Pre·B 
AG LS F/78 A(2) G(D) A B 
AG L23 M/69 A(1) A(1) G B 
AG L24 F/62 R(1t) A(1) G B EBV 
AG L33 F/76 A(2t) A(2) G B 
AG L49 M/49 A(1) A(1) G EBV 
AG L60 F/59 A(2) A(2) G 
GI L2 F/70 OR(2,1t) A(1) G 
GI L13 M/22 A(1) A(1) G 
GI L14 M/75 A(2) A(1) G 
GI L16 F/19 A(1t) A(1) G 
GI L70 M/36 OA(1,2t) R(1) NA EBV 
BG L22 F/68 R(2)' R(1) G 
M L69 M/68 R(11) R(2) NA EBV 

M4 M/36 R(2t) R(1) G 
M6 F/48 R(1,1t) R(t) G 
M13 F/12 R(1,1t) R(2) R MYC EBV 
M14 M/65 R(2) R(1) G 
M15 F/76 R(1) R(1) G 
M18 A(11) R(1) G 
M19 F/12 R(2) G R MYC EBV 
M20 F/10 R(2) G(D) R MYC EBV 
N11 M/55 R(2t) G R 
N13 M/73 R(2) R(2) G 
N16 M/49 R(1) G R 
N17 M/28 R(1t) R(2) G 

R: rearreglo. El número entre paréntesis indica cuantos allelos están reareglados y t 
fragmentos tenues; G: germinal; NA: no analizado; MYC: translocación de c-myc; EBV: 
Presencia del virus Epsteln·Barr; J": Cadena pesada; c.: Cadena Ligera kappa; et 
Cadena Ligera lambda. AG: Afio grado; GI: Grado Intermedio; BG: Bajo gardo; M: 
Miscelaneo. O: Llnfomas con más de dos rearreglos; ': rearreglos detectados con Bglll. 
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TABLA 5. Anéllsls molecular de llnlomas T. 

CASO S/E B r li 

L8 M/31 R G IM 
L10 F/51 R R IM 
L12 F/52 R G IM 
L26 M/36 R NA NA 
L30 F/16 R R G 
L36 M/17 R R IM 
L64 F/18 R R IM 
L71 F/30 R R G EBV 
M1 M/70 R NA NA 
M3 M/58 R G G. EBV 
M10 M/28 R NA NA EBV 
M17 R G IM 
N2 M/23 R R G 
N3 F/36 R NA NA 
N4 F/36 R NA NA 

B/P/li: Subunldades del Receptor de células T; R: rearreglo; G: germinal; NA: no 
analizado; IM: fragmento de Intensidad menor al control. EBV: Presencia del virus 
Eplleln·Barr. 
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TABLA 6. P.M. de fragmentos rearreglados de RcT Ben llnfomas. 

CASO S/E BamHI (24) EcoRI (11 y 4) 

LB M/31 o 10.510;90 
L10º F/51 0;170 IM(11) 
L12º F/52 170 IM(11) 
L26 M/36 0;12 8.8;6.2 
L30 F/16 0;230 90;2.7 
L36 M/17 20 10.50 
L64 F/18 210;150 16.5;0(11) 
L71 F/30 13 10.50 

.M1 M/70 170;13.5 0(4) 
M3 M/58 210 6.8 
M10 M/28 230 7.6 
M17 170 9.2 
N2 .M/23 NA 90;1M(4) 
N3 F/36 NA 7 
N4 F/36 NA 9.40;0(4) 
L9 Fnt 1510;6.6 6.4;1M(11) 
L40º M/73 6.40;2.3 60;1M(11) 
L55º M/66 0;13;6.40 11.5;60;1M(11 y 4) 
L58º M/70 6.40 60 
NS F/ NA 9.410 
NB M/66 NA 9.410 
N9º F/45 16 IM(11) 

O: deltclón; IM: Intensidad menor de la linea germinal; NA: no anellzado; ( ): fragmento 
germinal alterado; o: rerreglos similares con una sola enzima; •: rearreglos del mismo 
tamlllo con dos enzimas. 



89 

Tabla 7. Unfomas blgenotfplcos. 

CASO SEXO/EDAD JH lgl TcrB TcRv Ter& I> 

L9 Ff71 A' k A A G 2 
L40 M/73 A G A G G 1 
L55 M/66 A k,I A A A 2 
L58 M/70 A 1 A G A 2 
L66 F/67 A G A G G EBV1 
NS F/ A k A G G 1 
NS M/66 A G A G G 1 
N9 F/45 G k A NA NA 1 

JH: Cadena pasada; lgL: Cadena Ugera (k: Kappa; 1: Lambda); TcRB/TcR Y /TcR & : 

Subunldades del Raceptor; R: rearreglo; G: germinal;': rearreglo detectado con Bglll; I>: 
poblaciones en el tumor. 
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Figura 1 . Esquema de las etapas de maduración de los linfocitos B. En la figura 
ee muestra la lnllu1nda del estroma, de antígenos y le eKpreslón de diferentes 
marcadores e lnmunoglobullnas durante la ontogenla de los llnlocltos B. 
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Figura 2. Estructura germinal da los genes de lg y del AcT. La organlzaci6n 
estructural de las diferentes subunldadas da lg y del AcT son muy similares las cuales 
consisten da reglones variables (V), de diversidad (O), de unión (J) y constantes (C). 



Flguara 3. Ontogenla, diferanclaclón y linaje de células T madurando 1n 11 timo. 
PntCUraorH de célula T que han emigrado de médula 6118 o de hígado fetal, apal'llCln 
primero en la corteza trmlca como co4·coe· y Rcl. Alguno di 6sta1 se vuelven células 
11S y pueden entonCH emigrar a la perif6ria (sangr9, ganglios Hnlétlcos, bazo, lnteatlno, 
etc.), mientras que otras comprometidas al linaje 8, primero expresan CD8 y luego CD4. 
Estas células conforman la gran mayoría de los tlmocltos, y sólo una pequella fracción 
maduran como CD4' o coa·, 1as cuales aparecen posteriormente en la periMria. 
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Figura 4. Curvas de sobrevlda para pacientes con Unfoma. (A) Sobrevlda de 
pacientes con diferentes grados según la última clasificación propuesta. (B) Sobravlda 
hipotética actual de acuerdo a la respuesta de la terapia. 
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Figura 5. R11r19glo de los genes de lg y c-myc en lintomas B. El ONA de los 
tumor11 1116 digerido con EcoRI o BamHI y analizado con las sondas para cadena 
pasada reglón J (A), cadena ligera c. (B) y c·myc (C). Como DNA control se Incluyó un 
paciente con enfermedad de Castleman (L 19) o tumores no hematol6glcos (N). Las 
flechas Indican los rearreglos detectados en cada muestra. 
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Figura 6. Organización de los genes del RcT en Unfomas T. El DNA tumoral fué 
digerido con EcoRI o BamHI e hlbrldado con aondas para RcT B (A), RcT P (B) y Rcn 
(C). El DNA de Nnfomas B (L 16, L49, L23 y L24) o Hmlnoma (N) fué utlllzado como línea 
germinal. Las llachu Indican los raamiglos detectados en cada muestra. 
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Figura 7. Rearreglos simultáneos de lg y del RcT en llnfomas. Los llnfomas 
blgenotíplcos L40, LSS y L58 fueron seleccionados para ejemplificar este tipo de 
alteración. El DNA fué digerido con las enzimas que se Indican e hlbridado con sondas 
para genes de lg (A): JH (1), CK (11) y CA(lll); y para el RcT (B): RcT B (1), RcTl' (11) y RcT 
8 (111). Las flechas Indican los rearreglos encontrados en cada muestra. 
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Figura 8. Caracterlzaclón y alteraciones de c-myc en llnfomas tipo Burkitt. (A) 
Determinación del el18do de diferenciación mediante el amlllals de los genes de lg. El 
DNA fu6 digerido con las enzimas EcoRI o BamHI, y analizado con: JH (1), c. (11) y CA 
(111). Las flechas lnclcan reaneglos en los tumores. (B) Alteraclonis dentro o fuera da los 
axones de c-myc. El DNA de los llnfomas fu6 digerido con EcoRI (E), Hlndlll (H) o Xbal 
(X) y analizado con una sonda para al primar axón da c-myc. Linfocitos da sangra 
periférica de Individuos normales fué utilizado como control (C). En L 15, al fragmento 
alterado con Eco RI (O) comlgra con uno da los rearreglos para JH. 
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Figura 9. Loc:aliucldn dll litlo de rompimiento de c-myc durante la translocación 
t(8;14). El DNA tumo111I "6 digerido con enzima que 18 locaNzan en el primer 
u6nnntrdn como SIC! (S), Xbal (X), Pstl (Pa) o Pvull (Pv), v anaNzado con una sonda 
para el primer ex6n di c-myc. Como tejido control 18 ut1Nz6 ONA de un Mminoma (N). 
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Figura 1 o. Mutaciones en el primer axón de c-myc. En loa Unfomas L3, M19 y M20 
existen mutaciones que afectan el litio Pvull dentro del pitmer exón, 11 cual se pierde, 
con lo que se genera un fragmento de 1.7 Kb (Indicado por las flechas). En el M13 un 
fragmento anormal de 2.8 Kb es Identificado. Como controles se utlUzo llnfomu B·T 
(LSS), tumores no hematológlcos como semlnomu (S) o el DNA de Individuos normales 
(N). 



28S _ 

tas_ 

O> OIO lt> ~ CD "'-lt) N %0 2 :E..J ..J ..J 

Figura 11. Expresión de c·myc en linfomas tipo Burkitt. La expresión fue analizada 
por medio de Northern con un cDNA del segundo y tercer exón de c·myc como sonda. 
Una expresión elevada fue observada en L 15, M19 y M20. 
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Clinical, histologic and genetic characterization of 
non-Hodgkin's lymphomas in mexicans 

We describe rite 1na1omlal dlstribution, 
histolo1icol and mol«ui.r characreri•lic• of Jl 
Clm of NHL. s,.,;,. of '"" NHL .... made 
1ccordin1 ro conventionally accepted schemes. 
H/sto/otlco/ly tite NHL ...,., cfauified In "ª""' 
fol/owin1 rite crketi. defiMd by lfll! Wori<in1 
formuf1tion. RNrrll"llemt!ftff in one m mote 11 or 
Tell recepror ,.nes wete detecred In Sourltern 
blou and 1flo-...d us ro determine 1111! ce// rype 
and sr.,. of diflerentiation. Seto/oticof 1n1ly1i1 of 
26 1etum 11mpln revealed rite nisrence of 
1n1ibodiet 111/nsl EllV ep~; e;pr o# rltese 
p1tient1 arried viril seqwnces In tite rumor 
,..,,_ 11 determin«I by ''º' blor hybridlmion. 
Our 1tudift indate thlr the use of v"ious 
methodt: is of paramount lmportance in otdet to 
lmprove our underst1ndins of rhe n1tur1I history 
olNHL. 

,.,_.. NHL, lmmu..,lobulin, T-cell 
rec.,,tor. --En este articulo describimos la diltribuci6n 
anatómica, las caracterlsticas histo16aicu v 
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• Josf Jmurum. 
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1 Pedro lfodr1tuez, 
• Guillermo Alf1ro. 

moleculares de lJ c .. 01 de LNH. La 
est1diflc1cl6n i:llnlc1 y cl11ificoclón hi1to"'9ic1 
por 1rados se hizo de 1cUl'fdo a etqUemll 
1ceptMio1 convencionalmente. Los 1rrealo1 
detectados en 1enes que codifican.,.,. 11 o el 
RcT sirviefon PI'" identlflcor 11 .. 11rpo celul1r y 
el estadio de dlfe<enclacl6n de 111 c61ula1 -1• 
1ic11. El an~llsl• de Z6 m-1re1 de suero -111 
la Hi1tencia de antlc- contra epM_. de 
EBV; ocho de 11t01 PI<- conteniln 
secuencil1 vlt1le1 int11rlda1.,. el-• del 
tumor. Nuestros estudios Indican que el uso de 
dlfe<ent11 mitodol 11 fulldlment1I .,.,. 
p<ofundlur en el conoc lm- de 11 hillori1 
n1turel de lo• LNH. 

........ cine: LNH, lnmunotlobulina, 
•ecep10t tflui. r. 
l........_ 

Non-Hodpin's lymphom1s (NHU deYOIOll from 
mall1nant tran1form1tion of lymphoid cell1 1nd 
have been consldered tumon of tN immune 
system.• These tumon or1&ln1te 1nd dinemlnate 
predominantly wlthln lymph nades; 1-eve<, 
lymphomas can Irise in euentlally all or11n1 and 
tlnues 1nd can Proeress rapidly.•·1 btranodal 

' CftltfO de lefef'eftClll Pata el Di1p61tlco Molecul1r dt linfomH no-Hodalun, 
lnHituto N1don1I di C1nctf0k>tl1. 
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acM V Drle8'• y cols. 

NHL may develop and constitute a major 
complicátion in lmmuñosuppressed patients.' 
furthermore, some varieties of NHL with distlnct 
aeoaraphlcal distributlon have been described.1·• 

Non-Hodakin's lymphomas have been and 
continue to be classified In arades takina into 
account the cliniul course and hlstoloalcal 
criteria.1 furtlw.rmore, the use of monoclonal 
antibodies in lymphold leukemias and NHL was a 
malar contrlbution in the conformation of 
lmmunophenotypes whlch allowed the 
discrimination between B and T lymphocytes. 11 

However, antibodies aaainst B·cells often show 
cross reactlvity with other cel 1 types and those 
reactln1 with T·celb have limited use as markers 
for clonallty.ll·11 

Sorne of the problems mentioned above have 
been solved by the identiflcation and 
characterlzatlon of rearranaements withln aene 
sequences codina for immunoalobulln chains (la) 
or T·cell receptor (TcR) subunlts.11•11 In theory, 
the repertoire of la or TcR molecules Is lim1ted 
only by the number of 8-cell clones which are 
produced by the bone marrow or that of T-cells 
m1turin1 In the thymus. 11•11 Dueto the fact that 
most NHl are monoclonal proliferatlons, the use 
of technlques in molecular bioloay has improved 
the capacity to discriminate between these 
tumors and non-malianant expansions.n.1uN1 

In this work we inveUiaated samples obtalned 
from 32 patients with NHL. The purpose of this 
investi1ation was to use aenetic molecular 
techniques to identify the cell type (8 or T 
lymphocytes), the staae of differentiation (i e. pre-
8 vs 8} and the eidstence of Epstein·Barr (EBV} or 
human T·cell lymphotrophic (HTLV·ll viral 
sequences within the genome of the cancer cells. 
A correlation between the age, extension of the 
disease, histological types and genetic findings is 
presentcd. 

Parienu 

Thirty two patients wilh NHl aged 16 or older 
from four different hospitals in Mcxico City were 
included in this investigalion. Of the 32 patients, 
13 were males and 19 femalc whost> age ranged 
from lb to 90 vear'i {median 58.5 yedrs). Access to 
the clinical rrcords was pos!lible in 29 cases. 
Clinical st.igmg was done retrospectivelv using 
thc an,1tomic site·clinical st.1ge correlations 
rnggc.;ted at Ann Arboru or the TNM system 
proposed .it the cutaneous T·ccll lymphoma 
workshori n Selected s.imples of surgical material 

h Rewht~ de lnvt=,liauiOn Cliniu 

were reviewcd and diaanosed by a aroup of 
patholoaists, independently and then toaether in 
arder to obtain a consensus, usina the 
terminoloav of the Workina Formulation.11 

lmmunohistochemical stainin¡ 

ldentiflcation of mallanant B or T 
lymphocytes in füed Ussue sectlons was made 
usin& specific monoclonal antibodies (l26 or 
UCHL·l: Dako Corpor1tion, Carpinterla, CA). 
Techniques for immunoperoxidase studies have 
becn dcscribed In detail elsewhere.M 

Serolo¡fcal srudies 

Serum samples obtained hom 16 patients were 
tested for the presence of antibodies aaainst 
different antiaenic determinants of EBV. Nucleiir 
antlaen (EBNA) of EBV was detected by 
anticomplement immunofluorescence test; laC 
and laM aaalnst viral capsld antl1ens (VCA) and 
laG aaainst early antiaen (EA) by indirect 
immunofluorescence (Gull Laboratories, Salt Lake 
City, Utah). The presence of HIV anti1enlc 
dctermlna11ts was investiaated by a11lutinatlon 
with SEROOIA·HIV (Miles laboratories, Tokyo). 
Neaative control sera was obtalned hom flve 
healthv donors and flve patlents wlth non­
hematoloaic m1llanancies. 

Cells 

Raj1, a cell line derived hom a pat¡ent with 
Burkitt lymphoma, was obtalned from the 
ATCc.n HUT102, a cell line .infected with HTLV·I, 
was obtained from Dr. Gallo.11 Culture medium 
used for propagatina the cell lines (37°C; 
humidifled 5% C01-air) was RPMI 1640 
supplemented with 10% heat·inactivated fetal 
calf serum, 1 mM L·alutamine, and 1 % of the 
followina: non-essentlal amino acids, sodium 
pyruvate and a combination of antibiotlcs (all 
these products were obtafned from Clbco, Grand 
1 stand, NY). 

DNA iso/arion, Southern and s/ot b/ors 

High molecular weight ONA was isolated by 
standard procedures from tumor samples 
obtained from peripheral blood (PBCJ, blopsies or 
in the autopsy.ar For Southern bloU, ONAs {10 p.g) 
were cleaved with appropriate restrlction 
enzvmes under conditions recommended by the 
manufacturer (Amersham, Aylesbury, 
Buckini:amshire), and clectrphoresed on 0.8% 



aaarose aels. The ONA wu denatured In sltu and 
trandered to nitrocellulose filters (Schleicher & 
Schuell lnc, Keene. NH) accordina to the 
procedure of Southern.• Prehvbrldization was In 
25 mM KPO• 5X SSC (1X SSC Is 0.15 M NaCI, 
0.015 M sodlum citr1tel SX Denhardt's solution 
(1)( Oenh1rdt's Is 0.029' bovine serum afbumin. 
0.02% Flcoll, 0.02% polyvilnypyrrolldone), 0.5% 
NaDodSO• SO "8fml of den.1tured salman sperm 
and 509' formamlde. Hybrldization WH in the 
same solution but supplemented wlth 1" 
N1DodSO• and 10" de11:tr1n sulfate. The blou 
were hybridl1ed for 12 h wlth SX 10' cpm of nlck 
tr1nsl1ted "P-l1belled DNA fr11ments per ml. 
Washlna condltions were: once In 2)( SSC, 0.1 % 
NaDodSO• at room temperiture, and three times 
with 0.1 X SSC at SOºC. DNA fr11ments were 
isolated from plumid subclones of 1enomlc or 
cONA clones and were electrophoresed throuah 
low meltin1 polnt •11rose prior to extractlon. 
Fllters were exposed for severa! days at -70°C to 
X·OMAT K film (Kodak, Cuadalajara, Jalisco) with 
an intensifyin1 screen. 

For slot hybridiiation the ONA samples were 
applied directly to nitrocellulose fihers usin1 a 
HybrJ.Slot M•nlfold (BRL, Bethe•da, MD). The 
remainlna procedures were as described above. 

DN/\ probes 

DNA probes cont1lnln1 the followina fr11ments 
were obtalned from Or P Leder: a 6 kb 
l1n1Hl/Hlndlll fraament cloned from the I realon 
of the 1& HC• anda 2.5 kb EcoRI fra¡ment 
speclflc for the c .... chlln.• EcoRI fraaments of 8 
kb and 6.1 kb correspondln1 to the human C ). 1 
and C ). 2 ¡enes respectlvely11 were provided by 
Or B Pollock. The a//J TCR and r/6 TCR were 
probed with ONA fraamenU specific for the fJ 
(300 bp/11111), ~ (1.6 kb¡tcoRI) or 6 (1.5 kbitcoRI) 
1enes,U·M all of whlch were kindly provided by 
Or T Mak. Screenina for EBV ONA sequences was 
made with a 2.6 kb l1tfll fraament containlna 
orlP, a alft from Or Su¡den.H From Or R Callo 
was an 8.25 kb bel fraament containlna the 
complete HTLV·I aenome.11 CMYC was 
investiaated with a ONA probe containina eJ1ons 
11 ("60%) and 111.17 

le1Ult1 

Histologic classification 

Twelve cases were diaano5ed as hlgh grade 
diffuse malignant lymphomas. Ten were 

Lymphomas in me•ic.ins 105 

subclasslfied as lmmunoblastic sarcomas (15) and 
two as small non·cleaved cell lymphomas (SNC). 
The diaanosls of lntermedlate 1rade m11i1n1nt 
lymphomas was made in 11 cases. Olffuse mht~. 
small and larae cell malianant lymphoma (MSL) 
predomlnated within this 1roup (7 of 11). Two 
were small cleaved cell lymphomas (SCC) and 
two larae c/eaved cell lymphomas (LCC). Three 
low arade malianant lymphomH were 
subclassified as follows: sm1fl lymphocytic (Sl). 
follicular, predominantly small cleaved cell with 
sclero1is (FSCS) and follicular mhted, sm1ll 
cleaved 1nd larae cell (FSCL). Three cutaMOus 
malianant lymphomas, two of which wer.e 
Mycosis funaoides (l8 and L10), were 
polymorphic as determined by the presente of 
small and larae cells. Furthermore, 
analocentrlclty was detected in two. Two prim1ry 
¡astrlc lymphomas were composed of a mixed 
population of larae and sm11l cells. Fini1llv. 1 
larae cell malianant lymphoma of the femur w1s 
also included (table 1). 

Ertension of rhe disease and sta1in1 

htranodal dluemination was found in 64% (14 
of 22) of primary nodular lymphomas. The liver, 
BM, skln, and different reaions of the 
1astrointestinal tract were infiltrated more 
frequ1mtlv th1n other reaions of the body. 
Generalized disseminalion w•s observed in two 
patienh with cutaneous lymphom1, one of which 
presented a mediastln1I mass. Another cutaneous 
fymphoma was restricted to left c11f and foot but 
infiltralion of the luna was suspected by chest 
X·ravs. A NHL which infiltrated submentonian 
soft lissues without detectable lymph node 
involvement was dia¡nosed in one patient. In 
three patients the lymphoma was localized to a 
sinale re¡ion of the bodv, these beina: midline, 
thyroid aland and left femur. In two autric and 
one cutaneous lymphomas it was not possible to 
determine the e1ttension of the disease. 

Staaina procedures were made retrospectively 
accordinR to the Ann Arbor propo5al in 26 cases 
which had been subclassified histoloaically as 
hl¡h, intermediate and fow arade malianant 
lymphomas. Si1tly nine percent of the patienu 
were in staaes 111 and IV, 23% in sta11e 11 and 8% 
were in stage l. The TNM system prdposed at the 
cutaneous T·cell /ymphoma workshop was used 
to allocate two cutaneous malisnant lymphomas 
~ithin sla¡e 111. lnsufficient clinical data 
prevented stagina of two gastric and ene 
cutaneous malignant lymphomas (table 1 ). 
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• VOttepycols. 

l .... 1. Cu.illlfil• I ¡J .a cti.rKllrlllla ef h c.-ef NHl 

CN• m ACf STACP Hr 
Hi1hCra• 

LI M .. IVI 5NC 
lS f 71 11 15 
LIS M ., HU 5NC 
Lll M .. lllA 15 
Ll• F 62 1111 IS 
m f 76 IVB IS , .. M 7J 1 15 , .. M •• IVB IS 

"' f .. l(A 15 

"" M 70 lllA 15 

"" f .. 111( IS 
Ln F 10 na 15 

l~•Ciracle 
Ll F 70 IVI MSl 

" f SS IV scc 
l12 f " IV MSL 

"' M 22 111 Mil .. ,. M " IVA LCC 
Ll6 , 19 IV MSl 
Lll , IJ IV LCC 
u• M " IVI scc ... M , . 11( MSL , .. F ., 111 MSL 

"" M ... 1111 MSL 

lowCr .. 
l11 .. ,. IVA FSCL 
m F .. IV FSCS 
lSS M .. 1111 SL 

MIKef.aMOU1 
LI M '11 IVA 
lt , 71 NC 
LID , 

" 111 
Ll6 M ... llA 
llO F ,. NC 

"' M .. NC 

, .... 1. (1) CN • c:a• numbtr. (b) Cllnlnl st111na was mide accordln¡ to the Ann Arbot or TNM propottd 1vstems of 
cllttification; the Plftll'KI of 1 tymptamt il •PKlfied wlth c1ptt1l lttt1n. (el HT • hlstok>tkal tYP9 ltte t1d). 

Hype111mm .. labulinemi1 w11 detected In 21 
patlent1. lndependent value1 of laM ( > 322 
U/mll l1C (>207 U/ml) 1nd llA (>2611 U/ml) 
lndicated that one or more subclasses of Ja could 
be re1pon1lble for thls 1lter1tlan. The lrre1ularlty 
al the p1t1ern ob1erved wlth the difieren! 
1ubcl111e1 of las was lnterpreted as su11estlve 
evldence of nonspeciflc clonal expansions of 
normal 8-cells rather than belna determlned by 
the Jymphoma. 

La lhftt1 de lnwntis•cf6n CllnltA 

Serolo1icaJ analysis 

Antibodie1 (11G) dlrected 111lnll VCA of EBV 
were detected In 13 of 16 (81 %) serum samples 
obtained hom patients with NHL. Three of these 
patlenu (L14, L1S 1nd L49) probably carrled 
reactlvated infections slnce thelr sera were 
posltlve for antlbadies a1alnst VCA Cl1M) 1nd EA. 
Furthermore, a humoral response to EBNA was 
detected in l 1 S and L49. 

AIDS was dla¡¡nosed In one patlent (l49) 
suffering from a lymphoma with extensive 
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dissemlnatlon to abdominal lymph nades, rectum 
d 1n1I ,.,ton. 

Mole<lJl•r bioloSV ol 11 •nd Tell 

-/ni•"""""""' 
Tho 11rm1 .. 1 conlllur•tlon ol 11 •nd TcR 

-· w11 dtlermlned In Southem blou u1l111 
DNA extrlcted from PBC obt1ined hom nonn1I 
individuafs 1nd from 1 non-lvmphoid testicular 
tumor (s.minoma). The ONA w11 d\aested wlth 
1ppropri1te restriction enzvmes ( ..... l. lcoRI or 
lflllJ •nd h~ridlred with molocul•r probos 
reco1ni1ln1 the HC (J,,), C.t or CA (exons 1 1nd 11) 
11 1ene11nd those specific for Tclltl, TcR,. or 
TcH-s. 

Re1rr1nlfl"•nt of 11 1enes resulted in the 
1ppearince of one or more 1dditton1I ONA 
b.nds In the 1utor1dio1r1phr of 19 samples. 
These ch1nps were characteristlc of lkell 
fymphomu Cfi1ure 1). In sorne c11es.1ermln11 
ONA restriclion fr11ments were mlHin1. 
indlc1Cln1 thlt both chromosomes were 
re1rt1n1ed or 11ternativelv, th1t one had been 
deleted. Bued on the molecular analrsls, 8-cell 
lvmphomu were subcluslfied In two maln 
cateaories dependina on the number and tvpe of 
1enomic rearanaements. When onlr the HC was 
involved, the aenotrpe of the cancer cells was 
equivalent to d1at of pre-B lvmphocytes (flaure 1 
and table 2}. On the other hand, when both the 

HC 1nd LC ..re re1n1ftlld, tht tumor w11 
produced by mature lkllls (fl1ure 1~ 

fl1ht T-clll ly...,i-11- ldolltillocl by 
chan,.s In_. codinl for I, ,. ot 1 sulounlts ol 
tho of tho TcR (llauro 2~ In flve COMI, both TcU 
•nd TcR,. - were re•rr...-1; In two, 
rurr1npmtnb _.,. mtrktld to TcU, ud fn 
the rem1fnln1 c1se, 1lthouah TcU w11 
re1n1n1ed. llmlted 1mounts of tumcK OHA 
prevented the tn1lrsl1 of Tell and Tcly ,enes 
(tablo 2). Althou1h Tdl .... , were In 11rmln•I 
confi1ur1tion, In five c11ts the intensity of the 
b1nd1 was below that of the control DNAs. lf 
these chan1es in intensit'( were the re1ult of 
p1rti1I or complete chromosom1I deleUon1 
remains to be det:ermlned. 

Five DNA 11mples were particul1rJv lnterestln1 
since re1rr1n1ements lnvolvin1 l11nd TcR 1enes 
were found wilhin the 11me tumor (f/1ure 3 1nd 
table 2). HC and TcR6 1enes were r111n1n¡ed in 
L<W 1nd L66. Southern blots from L9, LSS 1nd l58 
aave a pattern In whlch severa! 11 1nd TcR 1enes 
were involved. To fu

0

1ther ch1r1cterize these 
/ymphomas tlssue sections were analvzed with 
monoclon1/ antibodies directed 111lnst 8-cell. 
(L26} or T·cell (UCHL-1) anti1enic determinants. 
The results of these elCperlments revealed that 
> 90% of the lymphocrtes In l58 were B·cells 
slnce they reacted with monoclonal 1ntibod'1 L26 
but not with UCLH•1. On the other hand, clusters 
ot B or T-cells were observed in l9; however. 
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thffe clusters were sm1ll 1nd dlstrlbuted 
randomly. None of the rem1inin1 bi,.notypic 
tumon contained cell1 re1ctin1 with the 
monoclonal 1ntibod'-s used. 

Cenetlc chanift lnvolvln1 CMVC 

To determine if CMYC was tr1n1loc1ttd, 
amplified or both, we uled 1 molecular probe 
cont1lnln1 the 1econd and thlr.i exon1 of the 
a.ne. With one exceptlon (L 15) CMYC w11 
unch1n1ed in 111 the 11mples invest111ted. lt 
most be polnted out that the aenotype of the L 15 
patient was similar to that of endemic Burkitt 
lymphomill. The cancer cells were pre-8 
lymphocytes, h1rborin1 EBV sequence1 and a 
chromosomal translocat/on affectlna CM'l'C 
(fl1ure 1C). · 

ldentificarion of .viral DNA sequll!'nces 

EBV was detected with slot blou in 32% (& of 
19) c11es albelt wlth different intensities (results 
not shown). None of the DNAs extracted from 

t.. levilla de lnwutlpdón Clinlta 

T-cell lymphom11 tested with a probe for HTL V·I 
11ve 1 positlve 1i1n1I. 

The use of technk¡ues in molecul11 1enetic1 in 
medicine h11 incrtased the undent1ndln1 of 
baile mechanlsms whlch are invol11ed in the 
1enesi1 of di1e11e.• In particular, sorne of these 
methoch h111e proven of 1re1t utillty in the 
di11nosis and differential di11no1is of 
hem1tolo1ic1I cancers.M·ll fn this p1per we have 
used 1n e11peorlment1I 1ppro1ch to discriminate 
betwHn 8 and T·cell lymphomas, to identlfy the 
staae of cell differentiaUon, 1enomic ch1n1es in 
CMYC and the e11lstence of viral sequences in the 
1enome of the cancer cells. 

To dilcrimin1te between Ekell and T-cell 
lymphomas, DNA extracted from neoplastic 
tissues wu analyzed in Southern blots with DNA 
probes hybridizina with either la or TcR 1enes. 
The sensitivity of this method (""1 ") allowed us 
to study samples In which the neoplastic cells 
were not the predominan! component. 
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Recombin1tion evenu withln 11 eenes wlthout 
chanaes in the .. rminal pattern of TcR pnes are 
char1cterl1tlc of nt1rly all norm1l 1nd mali1n1nt 
lkells.IHl Part of the lkell different11tion 
pro1r1m Is 1iven by the sequent11I re1rr1n1ement 
of 11 •nes. The first 1enomlc ch1n1es occur In 
one or both HC 1•nes 1nd these are followed by 
equlvalent events In lC.w pnes. lf the 
rearr1n1ements of the • 1enes .re not 
productlve, LC~ 1enes underao recomblnatlon In 
order to render the cell capable of svnthesizln11 
an 11. Mali1n1nt transformatlon may occur In 
earlv or advanced lta¡es of differentlation and 

thus, leukemi1 1nd lymphoma celf1 may be of 
elther pre-B or 8-cell oriein.•• 

The majorlty (59"l of tho lymphom11 In thl1 
study were of pre-8-cell or lk:•ll orlaln 11 
determlned by Southern blotl of 1enomlc DNA 
di¡e111 with lcoRI, h10HI and 1 .. 11. Thlrty ieven 
per cent (7 of 19) were pre-lk:ell lymphom111nd 
althou1h the number of c1ses is llmited, lt shoutd 
be emphasized thal this 1ub1vpe predominat~ (6 
of 1) amona palients over SO vean (median: 66}. 
On the 01her h1nd, m11ure 8-cell lymphomu 
(6l"J did not show a tendencv In relation to 111e, 
althoush the median was 62 vean. 
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There were no cle1r cut dlfferencet in rel•tlon 
to the cllnlul stqe 1nd hlstoloaic•l type 
between pre-B 1nd B-cell prlm1rv nodular 
Jymphomu However, with one exceptlon (l22), 
111 were diffuse NHL. Furthermore, 7 of 9 hlah 
arade B-cell lymphom11 were di11nosed 11 
diffuse lmmunoblattlc Hrcom11 with 
pl11m1cvtold differentl1tlon. The predomlnance 
of diffuse 1nd In p.1rtlcul1r of thlt hlttoloalc1I 
subtype '"'°"' hlah arade lymphom11 In thls 
series is in 1areement with the frequencv 
detected at dlfferent dopartments ol po1holoev In 
Mo•lco Clty (44 and unpubll1hed re1ul11J. 
Althou1h we do - have a 11tllfactory 
Hplan1don '°' thne observ1Uon1, it Is po11lble 
th11 envlronrnent1J 1rtd/or 1odo·economlc 
condfflon• may have played • role and 1hould be 
consld..-.d wlth more 1ttentlon in the future. 

Clrculalina anlibodle1 ••ln1t the VCA of E BV 
were detecttd in 11" of 16 patlent• wlth B 
lvmphom11 investla1ted. Of these, three were 
pr•lk:eJI, 1even lk:ell, two T-celf 1nd one 
b..-Vplc lympMmH. On the other h1nd, E BV 
DNA wa1 detected In eltht lymphom11 1lbllt 
wlth dlll-t lnlen1ltl11 (11bl• 2). ri. 
coe1i1tence of 1 humor1I retpanse q1inlt EBV 
1nd the presence of vlral sequences w11 detected 
In L1S, l24 and L49 ali ol IWhich were of 8 orl1ln. 
On the other h1nd, neither 1ntibodifl nor EBV 
sequences were detected in lS, L22 1nd UJ. 

Epidemlol09ic1I, cllnic1l 1nd experimental d1t1 
support 1n active role of EBV in 
lymphom1&9Mti1.t.• The f1llure to demonurate 
fBV DNA In the cinc., cell1 of seroposltlve 
patients could be determlned by •t lea1t three 
different re1son1: (•) lnfectk>n by E BV 11 not a 
pre-requlslte for the development of NHL; (b) our 
experimental condition1 were not nnsltlve 
enouah to detect varlatlons In the number of 
copies of vlral 1enome per cell dependina on the 
lvmphomt; and Ce) • preponderance of EBV 
nqatlve cells In 1 mixed population In which 
chromosome searea1tion m1v have been 
respansible for the Joss of the virus. 

The hlah frequency of seropositve indlvidu1Js 
in this lnvesti11tion m1v h1ve been the 
consequence of previous infections br EBV 1nd 
not necenuily should be re/1ted to the 
lvmphoma. In suppart of this proposal it should 
be mentioned th1t nea1tive controls for EBV 
seroloaical studies were difficult to detect within 
the popul1tion of pat/ents •nd relatlves attendin1 
the hospital. Cuefully deslaned epidemioloalcal 
studies are needed to enabllsh the frequencv of 
infections by EBV in our country. 

lnfection by EBV and translocation of CMVC to 

Lvmpllom11in1Mrlan1 J11 

the vlcinlty of the HC enhancer have been 
described in endemlc and, len frequentlv. In 
sporadic forms of Burldtt lymphoma.•• Because 
of thls, 1 svneralstlc effect betwffn EBV and 
CMYC h .. been propoled In the eliolOIY ol thl1 
v1riety of lymphom1.• The 11socl1Uon Is 1 rare 
findlna in other types of NHL, except perhaps In 
those arl1ln1 In fmmunosuprened p.1tient1.•11 
Our results 1re In qrHment with the dat• 
presented In the literature sinc1 only one patient 
(l 15) with 1 dlffuse immunoblastic 1arcom1 had 
1n equiv1lent aenotype to th1t of lurtcltt'I 
lymphom1. Bec1use elJ)re11lon of CMYC w11 not 
investla1ted In this work, ch1naes In mRNA 
ltabllitv or enhlnced level1 of tran1criptlon 
cannot be ruled out 11 potentl1I mechanlsm1 
lnvolved In m1llan1nt tr1nsform1tfon. 

Antiaen recoanition by T-cells Is possible due 
to the presence of specl1f11ed receptors on the 
membrane.• T-cell rec~tor diverslty Is the result 
of a series of aenetlc rearr1n1ement1 closely 
related to those of la senes In whlch conserved 
DNA sequence1 1nd posslbly the 11me 
recomblnaUon en1yme11re lnvolved. Althouah 
T-cells express only one type of receptor on the 
cell membr1ne, elther TcR a//J or TcR 7/6, 
re1rr1naement1 follow 1 predetermlned order in 
which 111 the aenes are lnvolved.ª The m1jorlty 
of f'f)llure T-cells c11ry TcR a.J61nd only 1 small 
percent11e of the papul1tion Tcl .,11. The l1tter 
type of cells h11 diltlnct tissue dlttrlbutk>n and 
m1v be involved In speclfic T-cell responses." 

Southern blou of ONA extracted from T-cell 
lymphom11 revealed thlt TcR., and TcR 6 aenes 
were rearr1naed In 1lx of seven c1sn. These 
findln1s prob1bly reflect the 1equentl1I order 
which h11 been descri~ durina T-cell 
m1tur1tlon in which of the two forms of 
receptors, TcR ..,¡a Is the first to be re1rr•naed. 

In one case wlth 1 history of Mikullcz's 
syndrome (l 12) we dld not find evidence of 
re1rr1naement In T cR "'(/&. T-cell lymphom11 of 
the s11iv1rv al1nds 1re verv r1re entlties;• 
consequentlv a correlatlon between the benl1n 
lymphoepithelial lesion diaanosed In the parotld 
11land and the development of lymphoma rem1in1 
to be determined. 

Biaenotyp/c lymphomas were detected in 
p1tlents over 6()years and d:?serve special 
attention. Three possible e.11pl1n1tions for the 
complexity of the 1enotypes 1re: (a) the tumors 
could be either B or T·cell lymphomas in whlch 
abnormal recombinatlon events h1ve t1ken place; 
{b) the cell populatlon was composed of B and T 
mali1nant lymphocytes; and (e) e.tenslve 
lnflltration br monoclonal reactive non·malisnant 
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lymphocyte1 was re1pon1ible for the comblned 
senotype1. 

The electrophoretlc pattern of l40 and l66 
lndlcates th1t these tumou may in fact be pre-B­
cell lymphom11with1bnorm1lly reuranaed 
Te~. These evenu are not uncommon in 
lmmature 1kell1 1nd have bffn described In 
normal 1ncl m1U1n1nt lymphocytes.• .. The fact 
that Tclll"r' 1nd TcR6 aenes were In 1ermln1I 
conflauratlon 1upports thls interpret1tlon 
1lthou1h the cancer cells did not re1ct wlth 1 
lktll speclflc monoclonal antibody l26. 
Abnormal re1rr1ntement1 ptedominate In 
lmm1ture B lymphocytts but could be detected 
In lktll1 wlth the use of molecular and 
Jmmunolo1ic1I technlques In LS8. Fln11fy, 1 
pstrlc lymphom1 (l9) 1nd 1n ... ressive nodular 
lymphom1 (l55) m1y bt biclonal tumor• or 
1ltern1tlvely lnfiltrattd by monoclonal reactive 
non-m1ll1n1nt lymphocytn 

From our re1ults lt bec1me apparent that 
lnc:Uviduals ov., SO vea11 tend to develop pr~B 
and bl .. notyplc lymphom11 wlth • hl1her 
fr1quency thlln younaer people. Abnorm1lly 
ra1rr1n,ed mene• are 1 common flndina In 
patlentl wlth acute lymphobl1stlc leukemill•·• 
1nd h1ve been described In cutaneous T-cell 
lymphomas 1nd pseudolymphom11.• To our 
knowledse an equlvalent sltuatlon h.-S not been 
detcrlbed In the elderly, 1lthou1h chromosomal 
alteraUons tend to lncrease and 1ccumul1te wllh 
119.• One is tempted to suue1t that 11ln1 could 
be 1 predlsposln1 factor in which malfunclion of 
the lmmune system may prevent an elfectlve 
control of emer1ln1 lmmature neoplastic clones. 
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ABSTRACT 

This report describes a clinical case of a larqe cell, 

1-aunoblaatic plaamacytoid saliqnant e-cell lymphoma of the rectum 

in an AIDS patiant coinfected vith HTLV-I. Th• maliqnant cella 

showed clonal qenetic rearranqement of the HC (JH) and LC• qenes. 

Infection by EBV vas demonstrated seroloqically and vith slot blots 

usinq qenomic DNA of the canear cella. southern blot analysis vith 

DNA extractad froa the lysphoma cells vera neqative far HTLV-I. The 

patient received aeven cycles of VACO-e which induced complete but 

tranaient clinical remission of the tumor. The final outcome of the 

patient is unknown. 

KEY WORDS: NHL, AIDS, COINFECTION, HTLV-I 



LINFOMA B PRIMARIO DEL RECTO EN UN PACIENTE COINFECTADO 

POR HIV-1 Y HTLV-I 

RESUMEN 
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Este articulo describe el caso clinico de un enfermo con SIDA 

coinfectado por HTLV-I que desarrolló un linfoma B del recto, 

variedad sarcoma inmunoblástico con diferenciación plasmacitoide. 

Las células malignas mostraron arreglo clonal de los genes de las 

CP (J8) y cL. La infección por el VEB fué demostrada 

serológicamente y por hibridación de un monitor especifico con el 

ADN genómico de las cllulas cancerosas. No se detectaron secuencias 

de HTLV-I en el seno del tumor. Una remisión cl1nica completa, pero 

temporal, se obtuvo con siete ciclos de VACO-e. El enfermo abandonó 

el tratamiento y la sobrevida se desconoce. 

PALABRAS CLAVE: LNH, SIDA, COINFECCION, HTLV-I 
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INTRODUCTION 

Th• lyaphotrophic retrovirusea HTLV-I (human T lymphotrophic 

virus type I), human imaunodeficiency viruses 1 and 2 (HIV-1, HIV­

ZI infect predominantly co4• T-cella and have been ahown to be 

reaponsible for diatinct noaological conditions (1-6). However, 

i111portant differences in their aechaniama of action have been 

described. HTLV-I induce cetlular requlatory chanqes which 111ay be 

oncoqenic (7, B). on the other hand, HIV viruses are cytopathic and 

alter i-une requlatory circuit• (9, 10). Both, HTLV-I and HIV 

virusea follow similar pathwaya of transmisaion and perhaps because 

ot thie, coinfection may occur in hiqh risk qroupe (11-14). 

In thi• article we report a case of a patient with AIDS, 8-

cell non-Hodqkin•s lymphoaa (NHL) and seropoeitive for HTLV-1. 



CASE REPORT 

A forty nin• years old mala was admitted to the Instituto 

Nacional de Canceroloqia in Auqust of 1989 because of a rapidly 

growin9 and painful rectal tumor accompanied by fever, niqht sweats 

and weight loas. Tha patient waa a widower from Acapulco,.Kexico, 

who deniad homoaexuality and iv drug abuse (IVDA) but acknowledqed 

female prostitutas as sexual partners. Three years before 

admittance he was surqically treated for a rectal abaceas. 

Physical examination revealed a cachectic middle aqed mala, 

with hepatomeqaly and a firm nontender mass (10 cm) in 

hypoqastrium. In the perineal region a firm, ulcerated and vary 

painful tumor (8 X 7 cm) was detectad. Hypochromic anemia (Hb 8.7 

9/L) and increaaed LDH (1300 U/L) were present. High levels of 

serie gammaglobulins were detectad by electrophoresia and turther 

substantiated when independent valuea of IgK (13.8 g/L), IgG (60.2 

g/L) and IgA (4.3 g/L) were deterainad. 

6 

Abdoainal CT sean showed a tumor which inf iltrated ileua and 

rectum; involve•ent ot retroperitonaal lyaph nades and liver was 

aleo detectad (Figura 1). A biopsy taken from the anal region 

diagnosed a hiqh grada, larga call, i-unoblastic plasmacytoid 

lyaphoma (Figuras 2A and 28). The bona marrow was infiltrated by 

malignant lymphocytaa. clinically the lymphoma was in stage IVB 

accordin9 to tha Ann Arbor scheme (15). 
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To determine the cell type, ONA vas extracted from the tumor 

and analyzed in southern blots. The distribution of DNA banda 

ehoved rearrangement of th• heavy chain (HC) and • light chain (LC) 

immunoglobulin genes (Figure 3A and B). The genes coding for .\ LC, 

and the B, V and s subunits of the T .. cell receptor (TcR) vera in 

gerainal configuration. Thes• resulta clearly demonstrated that the 

canear calle vera aature B lymphocytes. 

The presence of circulating antibodies against HIV-1 antigens 

vas deaonstrated by ELISA and Western blot (Figure 4A). The 

clinical, pathological and immunological findings indicated that 

the patient had developed AIDS. Additional serological tests 

revealed the presence of IgG antibodi•• against Epstein-Barr virus 

(EBV) capsid protein (VCA), early antigen• (EA) and nuclear 

antic¡ens (EBNA), FUrtheraore, EBV type A DNA sequencH in the 

c¡enome of the tumor vare detectad by slot blot hybridization 

(Fic¡ure 30). Unexpectedly, positiva reactions to HTLV-I antigenic 

detenainants vare obtained by !LISA, western blot and 

i .. urioprecipttation of radioactively labelled viral proteine 

(Fic¡ure 48 and C). Hovever, HTLV-I DNA vas not found in Southern 

blots of the c¡enoae of the canear calle (Fic¡ure JC). 

Cheaotherapy vith VACO-B (adriamycin 80 and 

cyclophosphamide 560 mg on veek 1, and vincristine 2 me¡ and VP-16 

160 mg on week 2.) vas initiated in September 1989. After two 

veeks, the treatment was discontinuad because the patient 
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developed pneumonia by Pn•l!llOCY•tie SlAl:.i.nii. Thia complication 

waa tr1ated eucceal!ully with trim1thoprim-eull!am1thoxazola (15mg/Kg 

and 75mg/Kg r11pectively IV po q6h) allowing reinatallment ol! 

chemotherapy al!ter two weeka, Complete clinical remiaaion ol! tha 

tumor waa achievad al!t1r 1avan w11ka. Howavar, tha patient failad 

to att1nd the hospital until th• end of Novembar. At the time of 

readmi11ion th• rectal tumor had recurred and di11aminated to the 

inguinal lymph node1 and akin. savaral attempt1 to rainitiata 

chaaotharapy were un1ucceasful blcauaa tha patient could not afford 

travalling axp•n••• bltwHn Acapulco and Maxico City. The final 

outcoae of th• patiant 11 unknown. 
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DISCUSSION 

The case presentad in this article corresponda to an AIDS 

patient who consiatently denied hoaosexuality, IVDA or blood 

transfusions. PatholOCJY and molecular genetics mtudiem revealed 

that the tumor was a high grade B-cell NHL harboring EBV sequences 

in the genoma. Another important finding was th• presence of 

antibodies against HTLV-I antigenic determinants in the serua of 

the patient. 

Like other imaunoauppre•••d patiant•, those infectad with HIV 

tend to develop Kapoai •arcoma or NHL (16-18). The majority of NHL 

are high qrade B-cell neoplasms, often extranodal and may be 

associated with !BV (19, 20). Soae of the sitH which are 

preferentially affected are the brain, rectua, lung and skin. In 

thia respect, the imaunological and molecular obaervationa made in 

this patient are in agreeaent with tha data discu•aed above. 

In the early stagas of HIV infection non-specific polyclonal 

B-cell expansiona and hypergamaaglobulineaia have baen deacribed 

(21, 22). soma of the mechanisms which have been propasad in the 

gene•i• of theae abnormalitiea are: activation by viral aqenta auch 

aa !BV and cytoaeqalovirus (CMV) (20, 21), direct mitoqenic effect 

of HIV or through the preaence of diffuaible producta (22). 

It should be emphasized that a potential role of EBV in the 
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9ene•i• of lymphoma ha• been su99eated on the basis of clinical 

and experimental data. First, neoplastic cella from the African 

form of Burkitt lymphoma contain EBV (23). second, infection by 

this viru• aay re•ult in polyclonal activation of e-cell• (24). 

Third, in AIDS, infection by EBV and disruption of T-cell 

regulatory. circuits 11ay alter iaaune •urveillance machani•m• and 

racilitate tha devalopment or naoplaaia (25), Finally, •ose •traina 

or EBV have the potential to transform lymphoid cell• in vitro 

(26). 

Other machanisms ralevant ror the davalopmant of e-call 

neopla•m•, and in particular for lymphosas hava been publiehed by 

different group•. For axample, the human B-lyaphotrophic virus 

(HBLV) and the plaiotropic effect of CMYC tranalocation• (27, 28) 

Of theae two, ve inveati9ated CMYC and found it in normal 9eno11ic 

confiquration (resulta not ahown). Thi• negativa reault doea not 

rule out the poHibility that increaHd ratea in the level of 

tranacription or unuaually atable CMYC llRlfA aay hav• played a rol• 

in aalignant tranaforaation. 

coinfection by HIV and HTLV-I is not uncoaaon in countrie• 

•ndaaic for the two typa• of viru••• and occura predominantly in 

individual• which are prone to develop AIDS (14, 29, 30). It aust 

be amphaaizad that tha spacificity of the humoral i111111une re•ponsa 

i• not affacted by coinfaction (31). Howavar, •inca tha two viruses 

••lactively infact co4• T-cell• and tha outcome of tha 
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infection is significantly diffarant, tha characteristics of tha 

callular i .. una raspan•• reaain unclear. 

A synargistic af fect between the two viru••• vas detectad in 

vitro sinca calls infectad with HTLV-I vara aora suscapt.ibl• to be 

lysad by HIV (10). Coinfection is ralatively co .. on in soH 

countria• (29, 30~ 32, 33); howavar, only a faw ca••• of coinfactad 

individual• with haaatological disordars hava bean published. Of 

thasa, two developad adult T-cell laukeaia/lyaphoaa (ATLL) (34, 35) 

and two T-cell lyaphocyto•i• (36, 37). 

our resulta confira that infaction by HTLV-I, evan in 

i .. unosupre•••d pati•nts, do not nacaasarily lead to the 

davelopMnt of ATLL (29, 30, 32, 33). In fact, the 

clinicopathological findinc¡s in thi• cHa vera tho•• of AIDS. It is 

possible thst coinfaction by HIV-1 and HTLV-I VH tha rasult of 

indapendent evants. Therafora, if tha ti•• of infection vas an 

iaportant factor in tha davalopaant of AIDS and not of ATLL, va 

would lik• to suggast that HTLV-I vas acquirad at a latar tiae. 

Assuainc¡ that T-cella infectad by HTLV-I infiltrated tha tuaor 

saaple, our failure to datact thea aay hava been datarainad by the 

liaitad sensitivity ("1') of tha Hthod usad in thi• invaatigation. 

rurtharaore, sine• thi• patient did not hava a history of 

travalling outside tha country and becausa individual• infectad by 

HTLV-I hava already bean detectad in Mexico (38), it aay be 

possibla that aore cases will appear in tha futura. 
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Pro•p•ctiv• •tudi•• including ••rological and molecular genetic 

tachniqua• ahould ba ot great value to determina the exiatence and 

rata ot diseaination ot thi• viru•. 
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FIGURE LEGEMDS 

Figure l. The CT sean shows the presence of an obliterating tumor 

of the rectum. 

Figure 2. High grade, large cell, immunoblastic plasmacytoid 

lymphoma (H•E stain A:40X and B:lOO X). 

Figure 3. Genomic analysis of lymphoma cella. Panela A and B show 

the autoradiographs of southern blots (39) made with control (e) 

and lymphoma DMA (P) digested with DAllHI (B) or El;.QRI (E) and 

hybridized with He (J0 ) and e" molecular probes (40, 41). 

Rearranged DMA fragaents are indicated with arrows. Panel e shows 

digesta with liAl;I of DMA extracted from lymphoma cells (P), a non­

lyinhpoid tumor (.,C) and HUT102 cells ( ,.C) hybridized with the HTLV-I 

proba (42). Panel D shows slot blots of DMA extracted from the 

patient (P), Raji cella (.e) and from normal PBMe (.e) hybridized 

with the EBV proba (43). 

Figure 4. serological analysis. Western blot was used to detect the· 

pre•ence of antibodies again•t HIV (panel A) and HTLV-I (panel B) 

in the serum of the patient (P); positiva controla were included 

(e). Panel e show• i .. unoprecipitation of radioactively labelled 

HTLV-I proteins with serum from the patient (44). 
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